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Zusammenfassung 
  
Qualitätsentwicklung in der Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen: das 
internationale Qualitätskontrollprogramm der European Academy of Andrology 
und des European Molecular Genetics Quality Network 
 
                                                                                Andreas Rahden 
 
Auf dem langen Arm des Y-Chromosoms existiert ein Genkomplex, der Azoospermie-
faktor (AZF) benannt wurde, nachdem sich eine enge Verbindung zur Spermatogenese 
nachweisen ließ. Weitere Untersuchungen dieser Region führten zu einer Unterteilung in 
drei nicht-überlappende Bereiche AZFa, AZFb und AZFc. Viele Studien wiesen Deletio-
nen der AZF-Region als mögliche Ursache männlicher Infertilität nach, verbunden mit 
Azoospermie und schwerer Oligozoospermie. Dabei zeigten sich starke Variationen in 
der Häufigkeit der Deletionen und in den Selektionskriterien zur Untersuchung betroffe-
ner Patienten. Mit zunehmender Kenntnis über die Mikrodeletionen auf dem Y-Chromo-
som entwickelte sich deren Erkennen auf Grundlage der PCR-Analyse zu einem festen 
Bestandteil in der Diagnostik idiopathisch infertiler Patienten. 
Mit dem Ziel der Standardisierung und Verbesserung der Diagnostik Y-chromosomaler 
Mikrodeletionen startete auf Initiative des Trainingszentrums Münster der European 
Academy of Andrology (EAA) 1997 ein externes Qualitätskontrollprogramm (EQAS). 
Mit der Veröffentlichung der „Laboratory guidelines for molecular diagnosis of Y-
chromosomal microdeletions” (Simoni et al., 1999) erhielten die molekulargenetisch 
tätigen Laboratorien eine klare Hilfestellung zur methodischen Durchführung der Dia-
gnostik. 
In der vorliegenden Arbeit erfolgt die Analyse der Qualitätskontrollergebnisse von 
Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom der molekulardiagnostisch tätigen 
Laboratorien, die an den Versuchsreihen 2000 und 2002 des EQAS teilnahmen. Anhand 
der Laborberichte erfolgten die Einschätzung der Qualität und Zuverlässigkeit der 
Laborergebnisse und der Laborberichte. Weiterhin wurde der Einfluss der “Laboratory 
guidelines for molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions“ auf die 
Durchführung der Diagnostik und Berichterstellung untersucht. 
Für die molekulargenetische Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen ergaben 
sich eine Spezifität von 99,3% und eine Sensitivität von 95,6%, die sich innerhalb der 
Versuche verbesserten. Im EQAS-Versuch 2000 lag die Rate an Fehldiagnosen bei 5,4% 
und im EQAS-Versuch 2002 bei 4,6%. Die falschen Resultate waren auf nur wenige 
Teilnehmer zurückzuführen. Eine Umstellung der diagnostischen „hauseigenen Me-
thode“ entsprechend den Empfehlungen der Leitlinien erfolgte nur durch Austausch ein-
zelner Parameter und selten in kompletter Übernahme der Vorgaben der Leitlinien durch 
die Teilnehmer am EQAS. Die verbesserte Darstellung der Methodik innerhalb der 
Laborberichte nahmen vorrangig die Laboratorien vor, die an beiden Versuchen teil-
nahmen. Der Einfluss der Leitlinien konnte aber im gleichen Maß für alle Teilnehmer 
am EQAS, sowohl für die Erstteilnehmer als auch für die Laboratorien mit der Erfah-
rung einer wiederholten Teilnahme am EQAS, nachgewiesen werden. 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 14.12.2005 
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1 Einleitung 
 
1.1 Historischer Rückblick 
 
Die experimentellen Arbeiten des österreichischen Botanikers Gregor Johann Mendel 
(1822-1884) bildeten die Grundlage für die Gesetze der Vererbung. Nach 1900 wurde der 
mögliche Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem Vorhandensein oder Fehlen 
eines bestimmten Chromosoms durch McClung weiter verfolgt, der zuerst annahm, dass nur 
Männchen ein Geschlechtschromosom enthielten. Weitere Untersuchungen von Wilson, 
Stevens und Montgomery folgten und man fand bald heraus, dass sich bei vielen Arten das 
X-Chromosom während der Reifeteilung mit einem anderen Chromosom paarte, das man 
Y-Chromosom nannte. Durch Tjio und Levan erfolgte 1956 die Bestimmung der genauen 
Chromosomenanzahl des Menschen. Damit war der Grundstein humangenetischer Diagnostik 
gelegt. Die nuklearen und chromosomalen Untersuchungen von Patienten mit gestörter 
geschlechtlicher Funktionsfähigkeit führten zur Erkennung von numerischen Chromosomen-
aberrationen wie beim Turner-Syndrom und beim Klinefelter-Syndrom. Veränderungen in der 
Chromosomenstruktur, wie z.B. Deletionen, die erstmalig 1917 von Bridges bei Drosophila 
melanogaster nachgewiesen wurden, eröffneten weitere Erkenntnisse pathologischer und auch 
evolutionärer Mechanismen (Strickberger, 1988).  
Erste Erkenntnisse über die Bedeutung des Y-Chromosoms für die Spermatogenese erlangten 
Tiepolo und Zuffardi (1976) durch die Karyotypisierung sechs azoospermer Männer. Es 
wurde angenommen, dass sich auf einem euchromatischen Anteil des langen Arms des 
Y-Chromosoms zur Spermatogenese bedingte Gene oder Genfamilien befinden. Diese Region 
wurde Azoospermiefaktor (AZF) genannt. Infolge einer laborübergreifenden Studie an 
insgesamt 370 Patienten mit idiopathischer Azoospermie oder schwerer Oligozoospermie 
wurde diese AZF-Region in drei nicht überlappende Subregionen AZFa, AZFb und AZFc 
unterteilt (Vogt et al., 1996). Im Mittelpunkt weiterer wissenschaftlicher Tätigkeiten stand 
eine differenziertere Untersuchung der AZF-Regionen zur Identifikation von Genen oder Gen-
familien in den AZF-Regionen und einer möglichen Zuordnung zu einem pathologischen 
Phänotyp. So gelang Skaletsky und Mitarbeitern die Aufschlüsselung der Struktur des 
Y-Chromosoms (Skaletsky et al., 2003). Mit zunehmender Kenntnis über die pathogenetische 
Bedeutung von Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom und den Fortschritten der Gentech-
nologie entwickelte sich das Erkennen der Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom zum 
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festen Bestandteil der Diagnostik idiopathisch infertiler Patienten und darüber hinaus dient es 
der Prävention und Prognostik. Die molekulargenetische Untersuchung zeichnet sich durch 
hohe Spezifität aus. 
Mit der vorliegenden Arbeit erfolgt die Auswertung der Qualitätskontrollergebnisse von 
Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom der molekulardiagnostisch tätigen Laboratorien, die 
an den Versuchsreihen 2000 und 2002 des externen Qualitätskontrollprogramms der Euro-
päischen Akademie für Andrologie (EAA) und des European Molecular Genetics Quality 
Network (EMQN) teilgenommen haben. 
 
1.2 Genetische Grundlagen 
 
1.2.1 Grundbegriffe der Genetik 
 
Jede Zelle des menschlichen Körpers enthält in ihrem Zellkern das vollständige menschliche 
Genom. Der menschliche Chromosomensatz besteht aus 23 Chromosomenpaaren. Diese sind 
durch ihre Größe, durch die Lage des Centromers und durch das spezifische Bandenmuster 
nach der Einfärbung eindeutig voneinander zu unterscheiden. Die Anordnung der identifi-
zierten Chromosomen nach der Größe nennt man Karyogramm. Der Karyotyp eines Mannes 
besitzt 22 Paar Autosomen (Nicht-Geschlechtschromosomen) und das XY-Paar der 
Geschlechtschromosomen. Im weiblichen Karyotyp findet man stattdessen 
2 X-Chromosomen. Das Vorhandensein des Y-Chromosoms beim Mann ist der geschlecht-
bestimmende Faktor. 
Die Chromosomen werden in den kurzen Arm p (p = petit) und den langen Arm q (q nach p) 
unterteilt. Beide Arme werden mesial durch das Centromer begrenzt und miteinander 
verbunden und distal durch die Telomere begrenzt. Die Desoxyribonukleinsäure (DNA) als 
Träger genetischer Informationen wurde schon 1944 von O.T. Avery u. Mitarbeiter durch 
Experimente mit Bakterien identifiziert. Die DNA ist die chemische Substanz, die durch ihre 
Struktur Informationen über den Bauplan des Lebens speichern und weitergeben kann. Die 
Informationen sind durch die Sequenz von vier verschiedenen Bausteinen, den Nukleobasen 
Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T), entlang des fadenförmigen 
DNA-Moleküls verschlüsselt. Die DNA besteht aus zwei Einzelsträngen, die sich mit Hilfe 
von Wasserstoffbrücken zwischen korrespondierenden Nukleobasen zu einem Doppelstrang 
zusammenlagern. Die Basen der beiden Einzelstränge bilden dabei sich gegenüberstehende 
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Paare. Unter Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen kann sich die Purinbase Adenin 
nur an die Pyrimidinbase Thymin und die Purinbase Cytosin nur an die Pyrimidinbase Guanin 
anlagern. Ein Basentriplett verschlüsselt den Baustein einer Aminosäure und ein Gen setzt 
sich aus vielen Tripletts zusammen. Die Gene sind auf den Chromosomenpaaren jeweils 
genau in der gleichen Art, Anzahl und Reihenfolge an einem bestimmten Genort (locus) 
angeordnet. Der Genort für eine bestimmte Anlage liegt also immer an der gleichen Stelle des 
mütterlichen wie auch des väterlichen Chromosoms. Bei diesen immer paarweise 
vorkommenden Genen spricht man von Allelen. Davon ausgenommen sind einige Gene auf 
dem Y-Chromosom des Mannes, da diese Gene keinen entsprechenden Genort auf dem 
X-Chromosom besitzen.  
1990 startete das Humangenomprojekt (HGP). Im Wettkampf zwischen dem Internationalen 
HGP-Konsortium, geleitet von Francis Collins, und dem privaten Celera Genomics Systems 
of Rockville, Maryland/USA, haben die beiden Kontrahenten unter der Schirmherrschaft von 
Bill Clinton und Tony Blair der Öffentlichkeit am 26. Juni 2000 mitgeteilt, dass eine Roh-
fassung des Humangenoms fertig gestellt wurde. Die Zahl der Gene wird auf 30.000 bis 
40.000 geschätzt. Das Humangenom umfasst zu ca. 40% hochrepetetive Sequenzen, die eine 
korrekte Zusammenstellung durch Shotgun-Klone [Bacterial artificial chromosome (BAC) 
Klone von 100-120 Kilobasen (Kb) nach dem Zufallsprinzip fragmentiert, kloniert und 
sequenziert] sehr erschwerten (Wirth, 2001). 
 
1.2.2 Typen chromosomaler Rekombination 
 
1.2.2.1 Interchromosomale Rekombination 
 
Rekombination ist der Austausch von Chromosomenabschnitten, die zu einer Neuordnung der 
Gene führt. Sie erfolgt zwischen sich genau entsprechenden Sequenzen und findet während 
der Meiose statt, bei Männern in der Spermatogenese und bei Frauen in der Oogenese. Auf 
molekularer Ebene kann die interchromosomale Rekombination Deletionen und Duplikate 
betreffen, die durch Rekombination homologer Chromosomen entstehen (Lewin, 2002). 
Als nicht-homologe Rekombination bezeichnet man dagegen den Austausch von 
Chromosomenabschnitten zwischen zwei nicht-identischen Chromosomen. Dieser Rekombi-
nationstyp schließt die Robertsonsche Translokation und die reziproke Translokation ein. Bei 
der Robertsonschen Translokation wechseln ganze Arme zwischen humanen akrozentrischen 
Chromosomen 13, 14, 15, 21 oder 22. Diese Form der Translokation ist der am häufigsten 
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periodisch wiederkehrende Rekombinationstyp. Die reziproke Translokation entsteht durch 
Einzelbrüche der beteiligten Chromosomen mit anschließendem reziproken Austausch der 
Fragmente der beiden Chromosomen. Diese Art der Rekombination ist bei allen humanen 
Chromosomen möglich. Jede reziproke Translokation ist nahezu individuell (Shaffer und 
Lupski, 2000).  
 
1.2.2.2 Intrachromosomale Rekombination 
 
Intrachromosomale Rekombination ist eine zytogenetische Veränderung, die ein einzelnes 
Chromosom betrifft.  
Inversion ist die Umkehrung eines Chromosomenabschnitts nach Chromosomenbruch und 
folgender Neuverknüpfung. Sie kann sich pericentrisch (unter Einbeziehung beider 
Chromosomenarme) oder paracentrisch (auf einem Chromosomenarm) vollziehen. 
Genkonversion ist ein nicht wechselseitiger Transfer von Informationen von einem Chromatid 
auf das andere (Lewis, 1994). 
 
1.3 Grundlagen der Andrologie 
 
1.3.1 Die Spermatogenese 
 
Die männlichen Gameten werden im Hoden produziert. Unter dem Begriff Spermatogenese 
werden alle an der Entstehung der Gameten beteiligten Prozesse zusammengefasst. Das 
interstitielle und das tubuläre Kompartiment sind die wesentlichen morphologischen und 
funktionellen Grundeinheiten des Hodens zur Realisierung der Spermatogenese. Im 
Interstitium befinden sich die Testosteron sezernierenden Leydig-Zellen, deren Proliferation 
durch das Luteinisierende Hormon (LH) der Adenohypophyse reguliert wird. Im tubulären 
Kompartiment findet die Spermatogenese statt. Es umfasst 60-80% des Hodenvolumens und 
enthält neben den Keimzellen peritubuläre Zellen und Sertoli-Zellen. Organisiert ist die 
Struktur des tubulären Kompartiments durch die Bildung von 250-300 Lobuli aus je 2-3 stark 
aufgeknäulten Samenkanälchen. Die Sertoli-Zellen können als Stützgerüst des Keimepithels 
angesehen werden (Weinbauer et al., 2000). Die Sertoli-Zellen steuern die Spermatogenese 
und sind damit maßgebend für die Quantität der Spermienproduktion und die Hodengröße 
verantwortlich. Die Teilung der Sertoli-Zellen endet mit dem Auftreten der ersten Keimzellen. 
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Abbildung 1: Darstellung der Entwicklungsstadien der Keimzellen. 
Die 6 Stadien werden in 16 Tagen über 4 Zellagen durchlaufen. Dadurch dauert die Spermato-
genese 64 Tage. Spermatogonie: Ad-dark Spermatogonie A, Ap-pale Spermatogonie A, 
B-Spermatogonie, Spermatozyten: PL präleptotäne, L Leptotäne, EP frühe pachytäne, mittlere 
pachytäne, LP späte pachytäne. Nach der 2. meiotischen Teilung erfolgt die Spermiogenese 
(Weinbauer et al., 2000). 
 
Der Prozess der Keimzellenreifung umfasst drei Phasen: die mitotische Proliferation und 
Differenzierung der diploiden Keimzellen (Spermatogonien), die meiotische Reifeteilung der 
tetraploiden Keimzellen (Spermatozyten) und die Transformation der haploiden Keimzellen 
(Spermatiden) in Spermien (Spermiogenese). Die Entwicklung von Spermien aus einer 
Spermatogonie dauert in etwa 64 Tage (Abbildung 1). Bei den Spermatogonien unterscheidet 
man zwischen Ad(ark)-Spermatogonien, die als Stammzellen betrachtet werden und 
 1 Einleitung  6 
 
Ap(ale)-Spermatogonien, die sich kontinuierlich mitotisch teilen und zu B-Spermatogonien 
differenzieren. Die B-Spermatogonien treten als primäre Spermatozyten in die erste 
meiotische Reifeteilung ein. Das Ergebnis der ersten Meiose sind zwei sekundäre Spermato-
zyten. Diese Keimzellen enthalten einen haploiden Chromosomensatz in doppelter Ausfüh-
rung. Im Verlauf der zweiten meiotischen Teilung gehen aus den sekundären Spermatozyten 
haploide, teilungsinaktive Spermatide hervor. Die Spermatide differenzieren sich nun in der 
Spermiogenese zu Spermien, die in das Tubuluslumen freigesetzt werden. Das Tubuluslumen 
enthält ein einzigartiges Flüssigkeitsmilieu, das durch die Sertoli-Zellen produziert wird und 
dem Transport der Spermatozyten dient. Jeder Hoden steht mit einem zugehörigen Neben-
hoden in Verbindung. Der Nebenhoden dient der Reifung, der vom Hoden produzierten 
Spermien und geht in den Samenleiter, Ductus deferens, über. Das zur Diagnostik gewonnene 
Ejakulat setzt sich zuletzt aus Spermien, Epithelzellen und dem Samenplasma zusammen. Das 
Samenplasma wird aus Sekreten der Nebenhoden, der Samenblase (Vesicula seminales) und 
der Prostata gebildet.  
 
1.3.2 Terminologie der Spermiogramm-Befunde 
 
Neben der allgemeinen klinischen Untersuchung, der Hormonanalyse und der endokrino-
logischen Untersuchung gehören auch das Spermiogramm und die molekulargenetische 
Untersuchung zur Diagnostik der Hodenfunktion. Das Spermiogramm ist die tabellarische 
Zusammenstellung bestimmter Parameter des durch Masturbation gewonnenen Ejakulats 
(nach mindestens 2-7 tägiger sexueller Karenz). Bewertet werden makroskopisch die 
Verflüssigung, das Aussehen, das Volumen, die Konsistenz und der pH-Wert und 
mikroskopisch die Spermienkonzentration, die Spermienmorphologie und die Spermien-
motilität. Die Nomenklatur einiger weniger Ejakulatparameter erlaubt die Art der 
Abweichungen von normalen Ejakulatparametern anzudeuten (Tabelle 2). Sie bezieht sich 
auf Referenzwerte (Tabelle 1), die auf die Untersuchungen gesunder Männer beruhen und 
keine zur Zeugung notwendigen Minimalparameter darstellen. 
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Tabelle 1: Referenzwerte der Ejakulatparameter entsprechend dem WHO-Laborhandbuch zur 
Untersuchung des menschlichen Ejakulats (1999). 
1 Multizentrische Studien, die auf Populationsuntersuchungen basieren und die in diesem Manual beschriebenen 
Methoden der Morphologie-Analyse anwenden, sind z. Z. in der Untersuchungsphase. Daten aus Programmen 
der assistierten Reproduktionstechnologie deuten darauf hin, daß die Fertilitätsrate in vitro abfällt, wenn die 
Spermienmorphologie weniger als 15% normale Formen aufweist. 
 
 
Tabelle 2: Nomenklatur einiger Ejakulatparameter entsprechend dem WHO-Laborhandbuch 
zur Untersuchung des menschlichen Ejakulats (1999). 
 
Referenzwerte  
Volumen 2,0 ml oder mehr, 
pH 7,2 oder mehr, 
Spermienkonzentration 20 x 106/ml Spermien oder mehr, 
Gesamtspermienzahl 40 x 106 Spermien pro Ejakulat oder mehr, 
Motilität 
 
 
50% mit Vorwärtsbeweglichkeit (d. h. Kategorie „a“, „b“ 
und „c“); oder 25% mit progressiver Beweglichkeit (d. h. 
Kategorie „a“ und „b“) innerhalb von 60 min nach 
Probengewinnung, 
Morphologie1  
Anteil der lebenden Spermien 75% vitale Zellen, d.h. die keinen Farbstoff annehmen 
Leukozyten weniger als 1 x 106/ml, 
Immunobead-Test weniger als 50% Spermien mit adhärenten Partikeln 
MAR-Test weniger als 50% Spermien mit adhärenten Partikeln 
Normozoospermie: normale Ejakulate wie oben nach Referenzwerten definiert. 
Oligozoospermie: Spermienkonzentration unter Referenzwerten 
Asthenozoospermie: weniger als Referenzwerte für Motilität. 
Teratozoospermie: weniger als Referenzwerte für Morphologie. 
Oligoasthenoteratozoo 
-spermie: 
alle drei Variablen sind gestört (Kombinationen von nur  
zwei Vorsilben können auch verwendet werden). 
Azoospermie: keine Spermien im Ejakulat. 
Aspermie: kein Ejakulat. 
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1.3.3 Männliche Infertilität 
 
1.3.3.1 Idiopathische Infertilität 
 
Darunter versteht man eine Fertilitätsstörung, für die keine klare Ursache identifiziert werden 
kann. Die Diagnose ,,idiopathische Infertilität“ wird erst nach Ausschluss anderer fertili-
tätsstörender Ursachen gestellt (Nieschlag et al., 2000). 
 
1.3.3.2 Germinalzellaplasie (Sertoli-Zell-Only-Syndrom) 
 
Das Sertoli-Cell-Only-Syndrom (SCO-Syndrom) zeigt bei den infertilen Patienten ein 
charakteristisches histopathologisches Erscheinungsbild (Abbildung 2). In den Hodentubuli 
mit vermindertem Durchmesser finden sich bei kompletter Germinalzellaplasie außer 
Sertoli-Zellen keine Zellen der Spermatogenese. Bei der milderen Form, der fokalen 
Germinalzellaplasie, zeigt ein geringer Anteil an Tubuli noch Keimzellen. Die Patienten sind 
bei der kompletten Form der Germinalzellaplasie immer azoosperm, beim fokalen 
SCO-Syndrom kann eine Azoospermie oder eine Oligoasthenoteratozoospermie unterschied-
lichen Ausmaßes vorliegen (Nieschlag et al., 2000). Eine Hodenbiopsie sichert die Diagnose 
und bildet die prognostische Grundlage einer möglichen Durchführung einer intrazytoplas-
matischen Spermieninjektion (ICSI). Mikrodeletionen des Y-Chromosoms stellen eine 
wichtige genetische Ursache des SCO-Syndroms dar (Foresta et al., 1997; Simoni et al., 1997; 
Foresta et al., 2001a; Maurer et al., 2001). 
 
 
 
 
Abbildung 2: Histologischer Schnitt 
durch ein Samenkanälchen bei einem 
infertilen Mann mit SCO-Syndrom.  
Der Pfeil kennzeichnet die Sertoli-Zellen 
in ihrer Ausrichtung von der Basal-
membran zum Lumen des Samenkanals. 
Die mit den Sertoli-Zellen in Verbindung 
stehenden Keimzellen fehlen [Sammlung 
des Instituts für Reproduktionsmedizin 
(IRM) der Universität Münster]. 
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1.3.3.3 Spermatogenesearrest 
 
Der Spermatogenesearrest ist die Unterbrechung der Ausreifung der Spermatogonien zu 
reifen Spermien auf einer definierten Stufe der Spermatogenese. Wie das SCO-Syndrom 
handelt es sich um ein histopathologisches Erscheinungsbild. Die Unterbrechung der 
Spermatogenese kann auf verschiedenen Entwicklungsstufen erfolgen, auf der Stufe der 
Spermatogonien, Spermatozyten oder Spermatiden (Abbildung 3). Häufig tritt sie auf der 
Stufe der primären Spermatozyten auf. Klinisch zeigt sich das Bild der Azoospermie nur bei 
vollständigem Arrest. Bei partiellem Arrest können mittels testiculärer Spermienextraktion 
(TESE) reife Spermien aus dem Gewebe extrahiert werden. Auch in diesem Fall sichert eine 
Hodenbiopsie die Diagnose und bildet zudem die Grundlage für eine weitere mögliche 
Beratung des Patienten. 
 
     
Abbildung 3: Histologischer Schnitt durch ein Samenkanälchen bei einem infertilen Mann 
mit Spermatogenesearrest. 
SZ Sertoli-Zellen, RS Runde Spermatiden, SPZ Spermatozyten, SPG Spermatogonien 
(Sammlung des IRM der Universität Münster). 
SZ 
SZSPG 
SPG 
SPZ
SPZ
SPZ
RS
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1.3.3.4 Kryptorchismus 
 
Der Kryptorchismus ist eine Lageanomalie der Hoden. Mit der Geburt des Kindes sollten die 
Hoden aus dem Bereich der Nierenanlagen über den Inguinalkanal in das Skrotum abge-
stiegen sein. Ein Abbruch dieser Wanderschaft kann zum Persistieren der Hoden bzw. eines 
Hoden oberhalb des Inguinalkanals intraabdominal oder retroperitoneal führen. Der 
Kryptorchismus kann bilateral aber auch unilateral auftreten. Lageabweichungen der Hoden 
wie z.B. im Inguinalkanal, genannt Leistenhoden, oder Lagen außerhalb des beschriebenen 
Weges sind möglich. Eine Verdachtsdiagnose lässt sich über Palpation leicht erstellen, so dass 
eine sichere Diagnose schon frühzeitig formuliert werden kann. Die Bedeutung der 
Erkennung des Maldeszensus liegt darin, dass bei Früherkennung eine Therapie möglich ist, 
und damit einer eingeschränkten Fertilität und einem bei Maldeszensus bestehenden erhöhten 
Malignomrisiko vorgebeugt werden kann. Der Kryptorchismus unterliegt wahrscheinlich 
einer multikausalen Genese. So werden seiner Entstehung extrinsische (extragonadale), z.B. 
hormonelle Störungen oder anatomische Behinderung des Deszensus, und intrinsische 
(gonadale) Ursachen zugeordnet. Intrinsische Ursachen sind bei unilateralem Kryptorchismus 
mit bilateralem testiculären Schaden anzunehmen. Foresta et al. (1999) untersuchten 40 
Patienten mit unilateralem Exkryptorchismus und bilateralen testiculären Schäden, verbunden 
mit Azoospermie oder schwerer Oligozoospermie (Spermienkonzentrationen < 5x106/ml) 
nach Y-chromosomalen Mikrodeletionen und erhielten 11 (27,5%) positive Befunde. Eine 
Vergleichsgruppe von 110 Patienten mit idiopathischer Azoospermie oder schwerer Oligo-
zoospermie (Spermienkonzentrationen < 5x106/ml) zeigte eine ähnliche Prävalenz an Mikro-
deletionen (25,4% positiv). Bei den Patientengruppen mit unilateralem Exkryptorchismus 
oder idiopathischer Infertilität mit milderen Formen der Oligozoospermie fanden sich keine 
Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom. Eine ähnliche Häufigkeit Y-chromosomaler Mikro-
deletionen bei Patienten mit Kryptorchismus und Azoospermie bzw. schwerer Oligo-
zoospermie wie bei den Patienten mit idiopathischer Azoospermie bzw. schwerer Oligo-
zoospermie beschrieben Ferlin et al. (2004), wobei Mikrodeletionen bei Patienten mit 
unilateralem Kryptorchismus eher auftraten als bei Patienten mit bilateralem 
Kryptorchismuns. Daraufhin wurde die Vermutung aufgestellt, dass Y-chromosomale Mikro-
deletionen nicht direkt den Kryptorchismus jedoch den Verlust an Genen der AZF-Region 
verursachen und damit die Regulation des testiculären Deszensus beeinflussen könnten. Der 
Kryptorchismus, mit seiner Beziehung zu einem erhöhten testiculären Karzinomrisiko, kann 
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auch als ein Erscheinungsbild des Testiculären Dysgenesie-Syndroms (TDS) gesehen werden 
(Asklund et al., 2004; Skakkebaek, 2004). Das TDS fasst das testiculäre Karzinom, die 
Hypospadie, den Kryptorchismus und die Spermatogenesestörungen als Symptome einer 
Krankheit zusammen und ermutigt zu neuen diagnostischen und therapeutischen Ansätzen. 
Ein Nachweis einer direkten Beziehung des TDS zu Y-chromosomalen Mikrodeletionen fehlt 
bislang (Skakkebaek, 2004).  
 
1.3.3.5 Varicozele 
 
Als Varicozele wird die Erweiterung, Verlängerung und varizenähnliche Schlängelung der 
den Plexus pampiniformis bildenden Vv. spermaticae internae im Skrotum bezeichnet 
(Nieschlag et al., 2000). Sie tritt meist linksseitig auf, wahrscheinlich als Folge einer hämody-
namisch ungünstigen Einmündung der V. spermatica sinistra in die Nierenvene. Die mit der 
Varicozele einhergehende eingeschränkte Fertilität ist in ihrer Prävalenz und ihrem fertilitäts-
mindernden Potential noch ungeklärt. Varikozelen können auch bei Patienten mit 
Azoospermie vorkommen. Die Therapieverfahren sind weitestgehend umstritten.  
 
1.3.3.6 Aneuploidien 
 
1.3.3.6.1 Klinefelter-Syndrom 
 
Das Klinefelter-Syndrom ist die häufigste Form des Hypogonadismus. Die Krankheit beruht 
auf einer angeborenen numerischen Chromosomenaberration zu 80% mit der Karyotypformel 
47,XXY oder einem Mosaik strukturell abnormer zusätzlicher X oder Y-Chromosomen. Die 
numerischen Aberrationen entstehen entweder in der meiotischen Teilung der Keimzell-
entwicklung oder in frühembryonalen mitotischen Zellteilungen. Im Spermiogramm der 
Patienten mit 47,XXY-Karyotyp zeigt sich eine Azoospermie. Lanfranco et al. (2004) 
konnten bei 8,4% (11/131) ihrer Patienten mit Klinefelter-Syndrom Spermien im Ejakulat 
nachweisen. Die Testosteronsubstitution dient der Therapie der begleitenden Symptome, kann 
aber nicht zur Fertilität des Patienten führen. Bei bis zu 50% der betroffenen Patienten mit 
Klinefelter-Syndrom der non-mosaic-Form scheint es möglich, Spermien durch TESE zu 
gewinnen. Die Fertilisierungstechniken stellen die mögliche Alternative zur Erlangung einer 
natürlichen Schwangerschaft bei betroffenen Paaren dar. Die Möglichkeit der Übertragung 
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der chromosomalen Anomalie auf die Nachkommen liegt zwischen 0,9% bis 21,6% 
(Lanfranco et al., 2004). 
1.3.3.6.2 XX-Mann-Syndrom 
 
Das XX-Mann-Syndrom ist durch einen weiblichen Karyotyp (46,XX) bei Personen mit 
männlichem Phänotyp, ähnlich dem Klinefelter-Syndrom, charakterisiert. Histologisch ist das 
Bild des SCO-Syndroms sichtbar. Eine Translokation des SRY- (Sex Determining Region Y) 
Gens auf das X-Chromosom führt zur frühembryonalen Entwicklung der indifferenten 
Gonadenanlagen. Diese Form der Infertilität kann nicht therapiert werden. 
 
1.3.3.7 Strukturelle Chromosomenanomalien 
 
Strukturelle Chromosomenanomalien werden einerseits in autosomale und gonosomale 
Strukturanomalien, und andererseits nach Entstehungsmechanismen wie Deletionen, 
Translokationen oder Inversionen unterschieden. Strukturelle Anomalien der Autosomen 
führen prinzipiell zur Veränderung des Chromosomenaufbaus. Strukturelle Anomalien des 
X-Chromosoms sind aufgrund der zahlreichen essentiellen Gene kaum mit dem Leben 
vereinbar. Moderater zeigen sich strukturelle Anomalien des Y-Chromosoms. Der Verlust des 
Yp-Arms führt zur Bildung eines weiblichen Phänotyps durch den Verlust des SRY-Gens und 
der damit fehlenden Differenzierung der Gonadenanlagen. Der Verlust des heterochromatinen 
distalen Anteils des Yq hat keine ungünstigen Folgen, da dieser Bereich frei von aktiven 
Genen ist. Deletionen im euchromatischen Bereich von Yq resultieren in schwere Störungen 
der Samenzellbildung mit Azoospermie oder ausgeprägter Oligozoospermie. 
 
1.3.4 Assistierte Fertilisierungstechniken 
 
1.3.4.1 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)  
 
ICSI ist eine mikroassistierte Fertilisation, bei der ein vitales Spermium mittels einer feinen 
Glaspipette direkt in die entnommene Eizelle injiziert wird. Danach erfolgt die Implantation 
einer oder mehrerer befruchteter Oozyten in das Cavum uteri. Die Methode erweitert die 
Möglichkeit zur Durchführung einer Fertilisation auch für schwerwiegende Formen 
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männlicher Infertilität. Es reicht das Vorliegen vereinzelter, lebensfähiger Spermien oder auch 
unreifer Vorstufen, um das Verfahren durchzuführen. Die Erfolgsquote beträgt ca. 20%. 
 
1.3.4.2 In-vitro-Fertilisation (IVF) 
 
Nach vorangegangener hormoneller Hyperstimulation der Frau werden mehrere Oozyten kurz 
vor der Ovulation unter sonographischer Kontrolle abpunktiert und extrakorporal in physio-
logischem Milieu mit gewaschenen Spermatozoen des Partners inkubiert und über mehrere 
Tage kultiviert. Danach erfolgt die Implantation einer oder mehrerer befruchteter Oozyten in 
das Cavum uteri.  
 
1.3.4.3 Testikuläre Spermienextraktion (TESE) 
 
Die TESE ist ein Verfahren, bei dem bei azoospermen Männern der Versuch unternommen 
wird, Spermien direkt aus dem Hoden zu isolieren. Es wird hierzu, in örtlicher Betäubung aus 
dem Hoden, eine kleine Gewebeprobe entnommen (Hodenbiopsie). Direkt nach der Operation 
werden einzelne Gewebeproben in flüssigem Stickstoff konserviert. Für die künstliche 
Befruchtung erfolgt eine enzymatische Aufbereitung der Probe. Mittels des Enzyms 
Kollagenase wird das Gewebe schonend zerlegt, so dass sich die einzelnen Samenkanälchen 
voneinander ablösen (Abbildung 4). Aus ihnen können die Spermien nachfolgend isoliert 
werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: enzymatisch aufgelöstes 
Samenkanälchen mit zentral liegendem 
Spermium. 
http://www.uke.uni-Hamburg.de/ 
kliniken/hautklinik/andrologie/ 
tese.de.html). 
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1.4 Das Y-Chromosom 
 
Das Y-Chromosom ist das kleinste humane Chromosom (Abbildung 5). Es besitzt einen 
kurzen Arm, Yp, und einen langen Arm, Yq, die durch ein heterochromatisches Zentromer in 
der Länge von einer Megabase (Mb) miteinander verbunden sind. Die telomeren Enden des 
Y-Chromosoms sind pseudoautosomal und umfassen 5% der gesamten Chromosomenlänge. 
Diese Region ist der einzige Bereich des Y-Chromosoms, der ein Crossover mit dem 
X-Chromosom erlaubt, ein Vorgang, der während der Prophase der ersten meiotischen 
Teilung stattfindet. Hierbei überkreuzen sich die Chromatiden homologer Chromosomen. 
Während dieser sogenannten Chiasmabildung brechen Chromatidenstücke ab, die wechsel-
seitig wieder verwachsen. Dabei werden unter den homologen Chromosomen Erbfaktoren 
ausgetauscht, die eine Voraussetzung für die Rekombination sind. Die verbleibenden 95% des 
Y-Chromosoms gehen keine derartige Bindung mit dem X-Chromosom ein und eine 
Umstrukturierung der Gene in diesem Bereich ist ein fertilitätsgefährdendes Ereignis (Tilford 
et al., 2001). Diese Region wurde deshalb als „non recombining region of the Y-Chromosom“ 
(NRY) bezeichnet. Der Nachweis von Genkonversionen und einer nicht-reziproken 
Y-Y Rekombination führten zur Umbenennung dieser Region in „Male specific region of the 
Y-Chromosom“ (MSY) (Skaletsky et al., 2003; Rozen et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: X-Chromosom (links) und 
Y-Chromosom (rechts) 10.000 fach 
vergrößert. 
(Nature: http://www.heise.de 
/tp/deutsch/inhalt/lis/15027/1.html). 
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1.5 Die „Male specific region of the Y-chromosome “(MSY) 
 
Die MSY unterteilt sich in heterochromatische und euchromatische Bereiche. Ein großer 
Block heterochromatischer Sequenzen von einer Länge von 40 Mb liegt distal auf dem langen 
Yq-Arm und eine scharf begrenzte Insel von einer Länge von 400 Kb liegt proximal auf Yq. 
Der euchromatische und aktivere proteinkodierende Anteil umfasst eine Gesamtlänge von 
23 Mb, 8 Mb auf Yp und 14,5 Mb auf Yq (Skaletsky et al., 2003).  
Die MSY zeigt eine große Anzahl an hochrepetetiven Sequenzen. Diese Sequenzen zeichnen 
sich durch eine hochgradige Identität >99,9% aus und erschweren damit die Erkennung der 
Struktur des Y-Chromosoms. Die sich wiederholenden, nahezu identischen Sequenzen eines 
Mannes zeigen kleinste Variationen, z.B. einzelne substituierte Nucleotide, und treten so als 
sogenannte „sequence family variants“ (SFV) auf. Zwischen verschiedenen Männern ist es 
schwer möglich die SFV von individuellen allelischen Variationen oder Polymorphismen zu 
unterscheiden. Um dieses Problem zu umgehen und die Struktur des Y-Chromosoms 
erkennen und definieren zu können, amplifizierten Skaletsky und Mitarbeiter (2003) die MSY 
eines einzelnen Mannes in der Gesamtheit mit 220 BAC-Klonen und schufen damit eine 
Referenzsequenz. Das Vorhandensein langer, identischer, repetetiver Sequenzen und ihre 
Anordnung in massive Palindrome prägt die Struktur des euchromatischen Anteils des 
Y-Chromosoms. Skaletsky und Mitarbeiter unterteilen die euchromatischen Sequenzen in drei 
Klassen: „X-transposed“, „X-degenerate“ und „Amplicons“ (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Y-Chromosoms 
einschließlich der pseudoautosomalen und heterochromatischen Region mit Verteilung der 
repetetiven Sequenzen in der MSY (X-transposed Sequenzen, X-degenerate Sequenzen, 
Amplicons). Im unteren Schema ist die Aufgliederung des euchromatischen Anteils 
dargestellt, die durch zwei kleinere heterochromatische Bereiche unterbrochen wird 
(Skaletsky et al., 2003).  
 
Die „X-transposed “ Sequenzen sind zu 99% identisch zu DNA-Sequenzen in Xq21, die 
„X-degenerate“ Sequenzen zeigen eine 60-96%ige Identität zu ihren X-Homologen. Die dritte 
Klasse der euchromatischen Sequenzen sind die Amplicons. Die Amplicons selbst unter-
scheiden sich in der Zusammensetzung, der Lokalisation, der Anzahl der Wiederholungen und 
der Orientierung. Sie können als „tandem repeats“ hintereinander angeordnet sein. Sie können 
auch invertiert oder über beide Arme verteilt angeordnet sein (Tilford et al., 2001). Sie beein-
drucken durch ihre Länge von 10 bis über 100 Kb und ihre Identität von über 99%. Sie bean-
spruchen eine Gesamtlänge von 10,2 Mb in 7 Segmente geteilt, wobei sich ein Segment auf 
dem Yp Arm befindet. Die Amplicons bilden 8 massive Palindrome (P). Diese 8 Palindrome 
(P1-P5, 2 Palindrome sind P1 und ein Palindrom ist P5 untergeordnet) weisen eine 
Arm-zu-Arm-Identität von 99,94-99,99% auf. Ihre Länge reicht von 9 Kb bis zu 1,45 Mb. Die 
8 Palindrome beanspruchen 25% des Euchromatins der MSY-Region und umfassen damit 
eine Gesamtlänge von 5,7 Mb. Das größte Palindrom P1 beinhaltet zwei sekundäre 
Palindrome und hat eine Länge von 2,9 Mb. Es befindet sich in der AZFc-Region, einer 
Region auf dem langen Arm des Y-Chromosoms, in der Deletionen bei idiopathisch infertilen 
Patienten als mögliche Ursache der Infertilität gefunden werden konnten. 
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1.6  Die AZF-Region 
 
Vollrath und Mitarbeiter kartierten die Molekularstruktur des Y-Chromosoms erstmalig mit 
Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verwendung von 110 „Sequence tagged 
sites“ (STS) (Vollrath et al., 1992). STS sind kurze Oligonucleotide mit einer Basenlänge von 
15-25 Basen. Darauf aufbauend wurde die postulierte AZF-Region den Intervallen 6C-6E 
zugeordnet (Reijo et al., 1995). Vogt et al. (1996) untersuchten insgesamt 370 Patienten mit 
idiopathischer oder schwerer Oligozoospermie. Sie unterteilten die AZF-Region unter 
Verwendung einer eigenen Kartierung in 25 Subregionen und amplifizerten 76 DNA loci zur 
Erkennung von Deletionen über eine multiplex PCR. Dreizehn Deletionen  wurden in dem 
AZF-Bereich identifizert und konnten in drei Regionen klar unterteilt werden: AZFa, AZFb 
und AZFc (Vogt, 1998) (Abbildung 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Lokalisation der AZF-Region mit 
Zuordnung der prominenten Gene dieser Region. 
PAR1, PAR2 sind pseudoautosomale Regionen, die 
ein X-Y Crossover eingehen; die AZFa-, AZFb- und 
AZFc-Region sind der Kartierung nach Vollrath et 
al. (1992) mit Angabe der bekanntesten Gene dieser 
Region zugeordnet.  
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1.6.1 AZFa 
 
Die AZFa-Region entspricht den Yq11 Intervallen D3-D6 nach Vogt et al. (1996) und hat eine 
Länge von 1084 Kb (Foresta et al., 2000). Über die Analyse der Sequenzen bei Patienten mit 
Deletionen in AZFa konnten zwei zu 94% identische Sequenzblöcke ID1 und ID2 innerhalb 
der retroviralen Sequenzen, HERVyq1 und HERVyq2 erkannt werden (Blanco et al., 2000; 
Kamp et al., 2000; Sun et al., 2000). Weitere Untersuchungen dieser Herv15 Sequenzblöcke 
ermöglichten die genaue Aufschlüsselung der Grenzbereiche in HERVprox1, HERVprox2 
und HERVdist1, HERVdist2. Die STS loci sY83 für proximal AZFa bzw. ID1 konnten nun 
verfeinert werden in AZFa-prox1 und AZFa-prox2 und entsprechend für den distalen Grenz-
bereich bzw. ID2, AZFa-dist1 und AZFa-dist2 (Kamp et al., 2001) (Abbildung 8). 
 
 
Abbildung 8: Lokalisation der zwei retroviralen Sequenzblöcke HERV15yq1 und 
HERV15yq2 (grün) (Kamp et al., 2001); 
Intervall-Kartierung von Vollrath et al. (1992) und Vogt et al. (1996); Skalierung von 0-1300 
Kb; Lokalisation und Extension der Gene DFFRY/USP9, DBY, UTY3; Zuordnung der 
STS-Primer von sY82 bis sY88 (rot); Deletion der gesamten AZFa-Region über 792 Kb; 
Deletionsgrenzen proximal bestimmt durch die Primer AZFa-prox1 und AZFa-prox2 und 
distal durch die Primer AZFa-dist1 und AZFa-dist2. 
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1.6.2 AZFb 
 
Die AZFb-Region umfasst eine Länge von 4,3 Mb. Proximal sind drei Familien wieder-
kehrender Sequenzen zu finden, die wiederum zu Palindromen organisiert sind. Das 
Palindrom 5 schließt in seinem Zentrum ein kleineres Palindrom ein und bildet mit diesem 
eine invertierte Wiederholungssequenz von einer Gesamtlange von 1 Mb und einer 
Arm-zu-Arm Sequenzidentität von 99,97% (Ferlin et al., 2003). Palindrom 4 schließt sich 
distal an Palindrom 5 an (Abbildung 9). Die Palindrome sind reich an Genen. Dem 
gegenüber stehen 8 single-copy Gene und 5 Genduplicate in dem verbleibenden Großteil der 
AZFb-Region (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001; Repping et al., 2002; Ferlin et al., 2003). In 
P5 ist ein dupliziertes 112 Kb Segment, das  identisch zu einem zweimal in AZFc 
auftretenden Segment ist. 
 
 
 
Abbildung 9: Anordnung der Palindrome in den Regionen AZFb und AZFc 
nach Repping et al. (2002). a: Lokalisation der Palindrome P5 bis P1 von proximal nach distal 
auf Yq11; b: STS-Primer Lokalisation, die zur Auflösung der Struktur eingesetzt wurden, mit 
Sternchen markierte neue STS-Primer; c: signifikante Gene; d: nicht kodierende 
Transkriptionseinheiten. 
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1.6.3 AZFc 
 
Die AZFc-Region misst eine Länge von 4,5 Mb. Sechs verschiedene Arten von Amplicons 
mit einer Länge von 116 Kb bis 678 Kb beanspruchen 93% der AZFc-Region. Die Amplicons 
einer Art unterscheiden sich nur in einzelnen Nucleotiden und weisen somit eine Identität von 
99,97% auf. Die Amplicons sind als 6 gegensätzlich gerichtete und drei als direkte Wieder-
holungen angeordnet. Die gegensätzlich gerichteten Wiederholungen bilden die Palindrome: 
P1 mit P1.1 und P1.2, P2 und P3 (Kuroda-Kawaguchi, 2001). B2/b4 sind identische direkte 
Wiederholungen von einer Länge von ca. 100 Mb, die eine fast die gesamte AZFc-Region 
umfassende Sequenz von 3,5 Mb Länge einschließen (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001). Eine 
scharfe Abgrenzung der Regionen AZFb und AZFc auf Grundlage der Untersuchungen von 
Deletionen ist bislang nicht nachgewiesen (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001; Repping et al., 
2003). 
 
1.7 Gene der MSY 
 
In der MSY wurden 156 Transkriptionseinheiten identifiziert. Die Hälfte davon sind nach-
weislich proteinkodierende Einheiten. Insgesamt 60 der proteinkodierenden Einheiten 
gehören zu 9 Genfamilien, die verbleibenden 18 sind „single-copy Gene“. Von den insgesamt 
27 Genen bzw. Genfamilien werden 12 ubiquitär im Körper, in verschiedenen Organen 
exprimiert. Diese Gene entstammen der X-degenerierten Region der MSY. 11 Gene werden 
vorrangig in den Testes exprimiert und entstammen mit Ausnahme von SRY den Amplicons. 
In den Sequenzen der Amplicons sind die meisten proteinkodierenden Gene zu finden 
(Tabelle 3). Die Struktur der Amplicons wird durch 8 Palindrome beherrscht. Sechs 
Palindrome tragen proteinkodierende Gene, wobei sich nahezu identische Genkopien auf den 
paarigen Palindromarmen gegenüber liegen. Acht der neun Genfamilien haben Kopien auf 
den Palindromen (Skaletsky et al., 2003). Skaletsky und Mitarbeiter stellten aus den Ergeb-
nissen ihrer Untersuchungen die Hypothese auf, dass die Gene der MSY mit ihren drei 
strukturellen Besonderheiten, den X-transpositionierten Sequenzen, X-degenerierten 
Sequenzen und Amplicons, das Ergebnis von Genverlust, Gengewinnung und Generhaltung 
infolge evolutionärer Entwicklung sind. Die Geschlechtschromosomen haben ihren Ursprung 
in einem autosomalen Chromosomenpaar. Die MSY-Gene des Y-Chromosoms können das 
Ergebnis eines schrittweisen Verlusts der Fähigkeit zum Crossover des autosomalen 
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Ursprungschromosoms für Y sein, wohingegen das X-Chromosom seine Fähigkeit zum 
Crossover erhalten konnte. Inversionen auf dem Y-Chromosom könnten das Crossover 
verhindert haben. Die Gene der X-transpositionierten Sequenzen mit ihrer hohen Identität zu 
X-Homologen stellen das evolutionär jüngste Ereignis dar und entstanden wahrscheinlich 
durch Transposition der Gene vom X-Chromosom. Die Gene der X-degenerierten Region 
scheinen ebenfalls das Ergebnis eines schrittweisen Verlusts der Fähigkeit zum Crossover zu 
sein und stellen damit ein evolutionäres Rudiment fehlender Rekombination dar. Dazu 
gehören die Genfamilien RBMY und VCY. Die DAZ-Gene haben ihren Ursprung in der 
Transposition der autosomalen Transkriptionseinheit DAZL des Chromosoms 3. Die 
CDY-Gene, als älteste Gene dieser Region, haben wahrscheinlich ihren Ursprung in der 
Retroposition autosomaler Gene. Die Struktur der Amplicons ist das Ergebnis einer 
Y-Y-Genkonversion (nicht reziproker Rekombination). Genkonversion tritt in 30% des 
MSY-Euchromatins auf und erklärt die Struktur der Palindrome mit ihren paarig, invertiert 
angeordneten Armen von hoher Sequenzidentität. Die hohe Präsens testesspezifischer Gene in 
den Amplicons könnte als evolutionärer Mechanismus der Sicherung der Keimzell-
entwicklung betrachtet werden. 
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Tabelle 3: Gene und Genfamilien der MSY, die Proteine kodieren oder von denen ange-
nommen wird, dass sie Proteine kodieren (nach Skaletsky et al., 2003). 
 
MSY 
sequence 
class 
Gene 
symbol Gene name 
Number 
of 
copies 
† Tissue 
expression  
X-linked 
homologue
Autosomal 
homologue
X-transposed  TGIF2LY*  
TGF (beta)-induced transcription 
factor  1 Testis  TGIF2LX   - 
  2-like Y     
 PCDH11Y  Protocadherin 11 Y 1 
Fetal brain, 
brain  PCDH11X  - 
Total    2    
       
X-degenerate  SRY  Sex determining region Y  1 
Predominantly 
testis  SOX3  
 RPS4Y1  Ribosomal protein S4 Y isoform 1 1 Ubiquitous RPS4X  - 
  ZFY Zinc finger Y 1 Ubiquitous ZFX  - 
 AMELY  Amelogenin Y 1 Teeth  AMELX  - 
 TBL1Y*  Transducin (beta)-like protein Y 1 
Fetal brain, 
prostate  TBL1X  - 
 PRKY   Proteinkinase Y 1 Ubiquitous PRKX  - 
 USP9Y Ubiquitin-specific protease 9 Y 1 Ubiquitous  USP9X   - 
 DBY Dead box Y  1 Ubiquitous  DBX  - 
 UTY Ubiquitous TPR motif Y 1 Ubiquitous UTX  
 TMSB4Y Thymosin (beta)-4 Y 1 Ubiquitous TMSB4X  - 
 NLGN4Y Neuroligin 4 isoform Y 1 
Fetal brain, 
brain, prostate, 
testes NLGN4X  - 
 CYorf15A* 
Chromosome Y open reading frame 
15A 1 Ubiquitous  CXorf15   - 
 CYorf15B* 
Chromosome Y open reading frame 
15B 1 Ubiquitous  CXorf15   - 
 SMCY SMC (mouse) homologue, Y 1 Ubiquitous SMCX  - 
 EIF1AY Translation initiation factor 1AY 1 Ubiquitous EIF1AX  - 
 RPS4Y2* Ribosomal protein S4 Y isoform 2 1 Ubiquitous RPS4X  - 
Total   16    
       
Ampliconic TSPY Testis-specific protein Y 35 Testis  -  - 
 VCY Variable charge Y 2 Testis VCX  - 
 XKRY  XK related Y 2 Testis  -  - 
 CDY Chromodomain Y 4 Testis  - CDYL 
 HSFY*  Heat shock transcription factor Y 2 Testis  -  - 
 RBMY RNA-binding motif Y 6 Testis RBMX  - 
 PRY  PTP-BL related Y 2 Testis  -  - 
 BPY2 Basic protein Y 3 Testis  -  - 
 DAZ Deleted in azoospermia 4 Testis  - DAZL 
Total   60    
Grand total    78    
*Genes first reported in Skaletsky et al., 2003     
†Excluding pseudogenes.      
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1.7.1 Gene in AZFa 
 
Eine Deletion über den Genblock DBY, USP9Y und UTY scheint ursächlich für den 
kompletten Verlust meiotischer Keimzellen (Brown et al., 1998; Ferlin et al., 1999; Foresta et 
al., 2000; Sun et al., 2000). Das erste in AZFa identifizierte Gen war USP9Y 
(Ubiquitin-specific protease), vorher auch als DFFRY bezeichnet, das sich mit einer Länge 
von 159 Kb komplett in AZFa befindet. Dieses Gen kodiert eine Ubiquitin C-terminal 
Hydrolase und wird wie UTY, ein weiteres Gen in AZFa, und den entsprechenden 
X-chromosomalen Homologen dieser beiden Gene ubiquitär exprimiert (Lahn et al., 1997). 
UTY (Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene, Y-chromosome) liegt nur mit 
seinem 3`Ende in AZFa und scheint bei AZFa-Deletionen eher eine untergeordnete Rolle zu 
spielen (Foresta et al., 2000). DBY (DEAD/H box polypeptide, Y-Chromosome), ein weiteres 
Gen in AZFa, wird testesspezifisch transkribiert und befindet sich mit 15,5 Kb komplett in 
AZFa (Ferlin et al., 1999; Foresta et al., 2000; Sun et al., 1999). 
 
1.7.2 Gene in AZFb 
 
RBM (RNA binding motif) ist eine Genfamilie mit 7 Mitgliedern und über 30 Kopien auf 
beide Y-Chromosomenarme verteilt. RBM wird in fetalen, präpubertären und erwachsenen 
Keimzellen exprimiert. RBM kodiert ein keimzellenspezifisches Zellkernprotein, das 
vorrangig in prä-meiotischen Zellen transkribiert und einen RNA-Bindungsbereich enthält 
(RBM). In AZFb scheint RBM1 das für die Spermatogenese aktivste Transkript zu sein (Elliot 
et al., 1997). Die genaue Anzahl der RBM-Kopien und seine absolute Bedeutung sind noch 
ungeklärt. Die RBMY1 Sequenz ist mit der des autosomal exprimierten hnRNPG 
(Ribonucleoprotein G) zu 67% identisch, einem Kernprotein mit RNA-Bindungsaktivität, und 
wahrscheinlich durch Translokation aus diesem hervorgegangen (Delbridge et al., 1997). 
RBM ist mit prä-RNA splicing Komponenten im Zellkern lokalisiert, die testesspezifische 
Proteine der STAR Familie einschließen (signal transduction and activation of RNA) (Cooke, 
1999). Die Expression der RBM Proteine scheint speziesspezifisch zu sein (Glaser et al., 
1998). Deletionen in AZFb ohne Beziehung zu RBMY wurden ebenfalls beschrieben (Krausz 
et al., 1999a; 1999b). Die AZFb und AZFc-Regionen tragen innerhalb ihrer Palindrome die 
meisten Mitglieder von 8 der insgesamt 9 proteinkodierenden Genfamilien. 6 Genfamilien 
befinden sich vollständig innerhalb der Palindrome dieser Regionen (Abbildung 10). Diese 
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nachgewiesenen Gene werden vorrangig in den Testes exprimiert. CDY befindet sich mit 2 
Kopien im Palindrom 5 der AZFb-Region.  
 
Abbildung 10: MSY-Gene, Transkriptionseinheiten und Palindrome. 
a: Dreiecke kennzeichnen Größe und Sitz der Palindrome P1 bis P8 und des „inverted repeat“ 
(IR) 2 mit einer Arm zu Arm Identität von 99,95%, die Freiräume zwischen den Dreiecken 
markieren die „spacers“ (nicht duplizierte Bereiche); b: 24 Mb Bereich der MSY, proximal 
begrenzt durch die Yp pseudoautosomale Region und distal durch die Yq heterochromatische 
Region; c: Lokalisation der Kopien der 9 proteinkodierenden Genfamilien; d: Lokalisation der 
18 proteinkodierenden Single-copy Gene; e: Lokalisation der nicht-proteinkodierenden 
single-copy Transkriptionseinheiten; f: 15 Familien der nicht-proteinkodierenden 
Transkriptionseinheiten; g: zusammenfassende Anordnung aller Gene und 
Transkriptionseinheiten. (Skaletsky et al., 2003). 
 
1.7.3 Gene in AZFc 
 
Nach RBMY fand das DAZ-Gen bzw. die DAZ-Genfamilie und seine Deletion seine Bedeu-
tung bei der Untersuchung des Y-Chromosoms infertiler Männer (Reijo, 1995; Simoni et al., 
1997; McElreavey und Krausz, 1999; Fox et al., 2001). Das DAZ-Gen ist ein multicopy Gen 
und besteht aus 4 Kopien, die in zwei DAZ-Gen Clustern angeordnet sind. Innerhalb dieser 
Cluster liegen die beiden DAZ-Gene divergierend zueinander. Die DAZ-Gene sind zu über 
99,9% identitisch (Agulnik et al., 1998; Saxena et al., 2000). Die Expression des DAZ-Gens 
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erfolgt ausschließlich im Hoden und ist auf die Keimzellen begrenzt (Menke et al., 1997). Das 
DAZ-Gen kodiert ein RNA-Bindungsprotein bestehend aus einer RNA bindenden Domäne 
(RRM = RNA recognition motif) und einer charakteristischen 23 Aminosäure-Einheit „DAZ 
repeat“. Das DAZ-Gen hat seinen Ursprung in dem autosomalen Homolog DAZL vom kurzen 
Arm des Chromosoms 3 (3p25). Die Lokalisation auf dem Y-Chromosom ist ein evolutionär 
junges Ereignis (Glaser et al., 1997; Mazeyrat et al., 1998; Gromoll et al., 1999) und erfolgte 
mit hoher Wahrscheinlichkeit durch eine Translokation des autosomalen DAZL auf das 
Y-Chromosom. Nach Amplifikation des „DAZ repeat“ fand wahrscheinlich eine Duplikation 
mit nachfolgender Inversion statt, was zur Struktur eines DAZ-Gen Clusters mit diver-
gierender Ausrichtung führte. Eine erneute Duplikation dieses Clusters führte dann zu der uns 
heute bekannten Struktur (Saxena et al., 2000; Kuroda-Kawaguchi, 2001). Die Expression der 
DAZ-Proteine ist bislang ungeklärt. Beim Altweltaffen (monkey fascicularis) fanden Gromoll 
et al. (1999) ebenfalls ein Y-chromosomales und auch ein autosomales daz-Gen. Die 
Genexpression erfolgt biphasisch in A-pale-Spermatogonien bis B-Spermatogonien, späten 
Spermatocyten und Spermatiden, aber nicht in frühen Spermatocyten und späten Spermatiden. 
Das cyndaz des monkey fascicularis besitzt im Unterschied zum DAZ zwei RRM und weist 
somit auch auf funktionelle Unterschiede hin. Das Y-chromosomale DAZ-Gen führt 
anscheinend zur DAZ-Expression in Spermatogonien, frühen Spermatocyten und späten 
Spermatiden (Habermann et al., 1998; Gromoll et al., 1999). Die polymorphe Struktur der 
verschiedenen DAZ-Gene, sowie der Nachweis partieller Deletionen der DAZ-Gene weisen 
auf unterschiedliche funktionelle Kapazitäten einzelner DAZ-Gene bzw. der Organisation der 
Gene hin, und sie legen die Vermutung nahe, dass nicht alle DAZ-Gene für die 
Spermatognese essentiell sind (Moro et al., 2000; Ma et al., 2000; de Vries et al., 2002a; 
Fernandes et al., 2002; Vogt und Fernandes, 2003). 
Die weiteren Gene in AZFc sind BPY2, CDY1, CSPG4LY und GOLGA2LY. Die Bedeutung 
dieser Gene für die männliche Fertilität ist noch weitestgehend ungeklärt, wobei die meisten 
Transkriptionseinheiten Homologe auf den Autosomen haben. Weitere Kenntnis über die 
Funktion dieser Homologen könnte Aufschluss über die phänotypische Heterogenität bei 
Deletionen in AZFc geben (Mulhall et al., 1997; Oates et al., 2002; Vogt und Fernandes, 
2003; Fernandes et al., 2004). 
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1.8 Deletionen in der AZF-Region 
 
Nach Krausz et al. (2003), Vogt (1998) und Maurer et al. (2001) betrifft die Mehrzahl aller 
Deletionen die AZFc-Region. Entsprechend den Untersuchungen des Instituts für 
Reproduktionsmedizin in Münster, basierend auf einem Patientengut von 34 Patienten mit 
Y-chromosomalen Deletionen, treten 79% der Deletionen in AZFc, 9% in AZFb, 6% in 
AZFb+c und 3% in AZFa+b+c (XX male) auf (Simoni et al., 2004). 
 
1.8.1 Deletionen in AZFa 
 
Intrachromosomale homologe Rekombinationen zwischen zwei Herv15-Sequenzblöcken sind 
ursächlich für Deletionen des gesamten AZFa-Bereichs. Diese Deletionen haben eine 
durchschnittliche Länge von rund 800 Kb (Blanco et al., 2000; Kamp et al., 2000; Sun et al., 
2000). Bei diesem, den gesamten AZFa-Bereich umfassenden Deletionstyp, werden die 
beiden Gene USP9Y und DBY entfernt. Die komplette Deletion von AZFa ist immer mit SCO 
verbunden (Vogt et al., 1996; Ferlin et al., 1999; Kamp et al., 2001). 
Partielle Deletionen in AZFa mit dem Verlust einzelner Gene, DBY oder USPY9, zeigten 
variable Ausprägungen von schwerer Hypospermatogenese mit Spermatogenesearrest bis zu 
Azoospermie (Ferlin et al., 1999; Foresta et al., 2000). Die klinische Bedeutung partieller 
Deletionen wird nur von der Arbeitsgruppe um Foresta (2000) beschrieben. In einer 
Zusammenstellung weiterer Arbeiten, die 1300 infertile Patienten umfassen, die auf
AZFa-Gene untersucht wurden, konnte die Existenz partieller AZFa-Deletionen nicht bestätigt 
werden (Krausz et al., 2003). Sun und Mitarbeiter (1999) beschrieben eine Punktmutation von 
4 Basenpaaren (bp), die das Gen USP9Y betraf und in der Diagnose Hypospermatogenese und 
Spermatogenesearrest resultierte. In dieser Studie wurde allerdings nur das USPY9 in AZFa 
getestet. 
 
1.8.2 Deletionen in AZFb 
 
Deletionen in AZFb umfassen wenigstens 2,8 Mb (Ferlin et al., 2003). Die Deletionen über 
AZFb reichen in die AZFc-Region und werden auch als P5/proximal P1, P5/distal P1 und P4 
distal P1 bezeichnet (Abbildung 11). Die Ausdehnung P5/proximal P1 wird der vorher 
bezeichneten AZFb-Deletion zugeordnet und umfasst bis zu 6,32 Mb. Dieser Deletionstyp 
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entfernt 32 Genkopien und Transkriptionseinheiten (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001) und 
reicht zu 1.5 Mb in die AZFc-Region (Repping et al., 2002). Die durch Deletion entfernten 
Gene EIF1AY, XKRY und CDY2 mit testesspezifischer Expression sowie ein Verlust der 
4 Genfamilien RBMY1, PRY, TTTY5 und TTTY6, die proximal von AZFc liegen und bei 
Deletionen von AZFb mit betroffen sind (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001), scheinen für das 
phänotypische Erscheinungsbild des SCO oder einer schweren Hypospermatogenese verant-
wortlich zu sein (Ferlin et al., 2003). 
 
 
Abbildung 11: Darstellung der Deletionen in den Regionen AZFb und AZFc, dem neuen 
Deletionsmodell nach Repping et al. (2002) zugeordnet. 
a: Lokalisation der Palindrome P5 bis P1 von proximal nach distal auf Yq11; b: STS-Primer 
Lokalisation, die zur Auflösung der Struktur eingesetzt wurden, mit Sternchen markierte neue 
STS-Primer; c: Zuordnung der wiederholt auftretenden Deletionen über AZFb, AZFbc und 
AZFc entsprechend dem Deletionsmodell nach Repping et al. (2002) mit der Angabe der 
deletierten Palindrombereiche; d: proteinkodierende Gene; e: nicht kodierende Transkription-
seinheiten. 
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1.8.3 Deletionen in AZFb/c 
 
Die Deletionen P5/distal P1 und P4/distal P1 entsprechen den bislang beschriebenen 
Deletionen über AZFb + AZFc mit dem Unterschied, dass der distale Bereich von AZFc nicht 
deletiert ist. Die P5/P1 Deletionen treten häufiger auf als AZFa und P4/P1 Deletionen aber 
weniger häufig als AZFc-Deletionen. Das entspricht den Erkenntnissen, die bereits in alter 
Nomenklatur so beschrieben worden sind. Die Deletion P5/distal-Pl entfernt ein 7,66 Mb 
langes Sequenzfragment mit 42 Genen und Transkriptionseinheiten, die Deletion P4/distal P1 
entfernt 7,03 Mb mit 38 Genen und Transkriptionseinheiten (Repping et al., 2002). Diese 
Deletionen AZFb und AZFb+c, als Folge intrachromosomaler homologer Rekombination 
zwischen den bezeichneten Palindromen, zeigen das histologische Bild des SCO oder einen 
Spermatognesearrest mit Azoospermie (Krausz et al., 1999a; Krausz et al., 1999b; Krausz et 
al., 2000; van Landuyt et al., 2000; Kleiman et al., 2001; Maurer, 2001; Hopps et al., 2003; 
SaoPedro, 2003). 
 
1.8.4 Deletionen in AZFc 
 
Eine intrachromosomale homologe Rekombination zwischen b2/b4 entspricht der Deletion 
von AZFc mit 3,5 Mb und ist die am häufigsten auftretende Deletion auf dem Y-Chromosom 
mit einer variablen, klinischen Ausprägung von SCO bis Oligozoospermie 
(Kuroda-Kawaguchi et al., 2001; Foresta et al., 2001b). Die b2 und b4 Amplicons befinden 
sich in den Palindromen P3 und P1. Eine b2/b4 Deletion entfernt 7 (BPY2, DAZ, CDY1, 
CSPG4LY, GOLAGA2LY, TTTY3, TTTY4) von 11 Familien von Transkriptionseinheiten des 
gesamten Palindromkomplexes (Abbildung 11) mit insgesamt 21 Genkopien und 
Transkriptionseinheiten, die exklusiv in den Testes exprimiert werden (Kuroda-Kawaguchi et 
al., 2001; Yen, 2001). B2 und b4, die die AZFc-Region flankieren, haben eine Größe von 
229 Kb. Der Vergleich dieser Amplicons zu den Herv15qy Sequenzen von 10 Kb, die die 
AZFa-Region flankieren, veranlasste Kuroda-Kawaguchi et al. (2001) zu der interessanten 
Aussage, dass sich die relative Frequenz der Deletionen in der Größenrelation der 
flankierenden identischen Sequenzen als Grundlage homologer Rekombination wieder-
spiegelt. Die neue Kartierung der Deletionen lässt Spielraum für weitere Überlegungen zur 
Bildung partieller Deletionen (Abbildung 12). So werden von Yen (2001) Möglichkeiten von 
partiellen Deletionen angeboten (g1/g2, r1/r1, r2/r4), die mit dem darin eingeschlossenen 
Genkontingent unterschiedlich die Spermatogenese beeinflussen könnten. Partielle Deletionen 
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in AZFc mit geringem Einfluss auf die männliche Fertilität, die zu unterschiedlich schweren 
Störungen in der Spermtogenese führen und in denen das DAZ-Gen involviert ist, wurden 
beschrieben (Moro et al., 2000; De Vries et al., 2002b; Fernandes et al., 2002; Repping et al., 
2003; Tyler-Smith und McVean 2003; Fernandes et al., 2004; de Llanos et al., 2005; 
Hucklenbroich et al., 2005). Die Deletion der AZFc-Region zeigt im klinischen und 
histologischen Bild die größte Heterogenität von SCO (Simoni et al., 1997; Krausz et al., 
1999b; McElreavey und Krausz, 1999; Maurer et al., 2001; Hopps et al., 2003; Krausz et al., 
2003; Omenzetter 2004) bis zu kompletter Spermatogenese (Luetjens et al., 2002; Kuhnert et 
al., 2004). 
 
 
 
Anzahl funktioneller AZFc-Genkopien nach Rekombination und interner 
AZFc-Deletion 
 b2/b4 g1/g2 r1/r3 r2/r4 
DAZ 0 2 2 2 
CDY1 0 1 1 1 
CSPG4LY 0 1 1 1 
GOLGA2LY 0 1 1 1 
TTY3 0 1 1 1 
 
Abbildung 12: Möglichkeiten intrachromosomaler Rekombination in AZFc 
zwischen 4 Amplicons mit hoher Sequenzidentität (>99,9%) und gleicher Polarität (nach Vogt 
und Fernandes 2003). Die dazugehörigeTabelle gibt die Anzahl der noch vorhandenen Kopien 
der benannten Gene bei entsprechend möglicher Deletion an. 
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1.9 Deletionsentstehung in der MSY 
 
Eine Deletion ist eine Chromosomenänderung, die mit dem Verlust eines Genabschnitts 
verbunden ist und die Größe einer Basenposition übersteigt. Y-chromosomale 
Mikrodeletionen sind deletierte Bereiche von submikroskopischer Dimension auf dem 
Y-Chromosom. Die Untersuchungen zahlreicher Patienten mit idiopathischer Infertilität und 
vorhandenen Deletionen und das Fehlen gleicher Deletionen bei den Vätern betroffener 
Patienten ließen das Auftreten der Deletionen als de novo Ereignis gelten. Mit der fortschrei-
tenden Untersuchung der Struktur der AZF-Bereiche und der Deletionsgrenzen ließ sich eine 
bedeutsame Übereinstimmung erkennen, und zwar die hohe Identität der Wiederholungs-
sequenzen, die ihrerseits lange identische Segmente flankieren (Blanco et al., 2000; Kamp et 
al., 2000; Sun et al., 2000; Kuroda-Kawaguchi et al., 2001). Identische flankierende 
Sequenzen und die Anordnung sich wiederholender Sequenzen zu nahezu perfekten 
Palindromen führten im menschlichem Genom zu erhöhter Instabilität (Akgun et al., 1997; 
Lobachev et al., 2000; Shaffer und Lupski, 2000; Bailey et al., 2001). Akgun und Mitarbeiter 
wiesen am Genom der Maus ein Rearrangement in der Struktur der Palindrome nach, das zu 
einer stabileren Form führte. Sie kamen zu dem Schluss, dass ein perfekt symmetrisches 
Palindrom instabil ist, während mit der Abnahme der Symmetrie die Stabilität zunimmt und 
damit Rekombinationen weniger häufig auftreten. Rearrangements innerhalb der 
Palindromstruktur treten hauptsächlich als Folge nicht homologer Rekombination auf, des 
Weiteren durch homologe Rekombination und durch Genkonversion (Akgun et al., 1997) 
(Abbildung 13). Die Rekombination tritt während der Keimzellentwicklung auf, die Genkon-
versionen in allen Entwicklungsstadien, in meiotischen und mitotischen Zellen, vorrangig 
während der Spermatognese im mitotischen Stadium (Murti et al., 1994). Diese Instabilität 
mit der Folge der intrachromosomalen homologen Rekombination (Kittler et al., 2003) könnte 
die mögliche Ursache der Deletionen mit Einbeziehung der Y-chromosomalen Palindrome P5 
und P1.1 oder P1.2 sein (Blanco et al., 2000; Kamp et al., 2000; Siffroi et al., 2000; Sun et al., 
2000; Kuroda-Kawaguchi et al., 2001; Repping et al., 2002). 
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Abbildung 13: Potentielle Modelle der Entstehung von Deletionen in Palindromen.  
Beide Modelle sind auf einen initialen Schritt von Intrastrang-Basenpaarung angewiesen, um 
eine Haarnadelstruktur auf mindestens einem Strang zu bilden. (A) Replikations-slippage zur 
Erzeugung einer zweiseitigen Palindromdeletion. In diesem Modell endet die Replikation mit 
Erreichen der Haarnadelstruktur, die übersprungen wird, und die Replikation setzt sich am 
Ende der Haarnadel wieder fort. Die nächste Replikation zeigt ein Produkt mit einer Deletion 
im Bereich des Palindroms. Ein zweites Modell geht vom Zentrum des Palindroms aus. (B) 
Hairpin-nicking zur Erzeugung einseitiger oder zweiseitiger Deletionen bei Palindromen am 
Symmetrie-Zentrum. Die gebrochenen Stränge werden von zellulären 
Reparatur-mechanismen dann wiedervereinigt, in einigen Fällen auf einer Seite der 
Repeat-Einheit (onside Deletion) oder auf beiden Seiten (two sided Deletion) (Akgun et al., 
1997). 
 
Anderseits fanden Repping und Mitarbeiter auch zwei Deletionen, die mittels homologer 
Rekombination nicht erklärt werden können. Genkonversionen im Zusammenhang mit der 
nahezu identischen Struktur der Palindrome können hier einen weiteren Ansatz bilden (Murti 
et al., 1994; Hawley, 2003; Rozen et al., 2003). Rozen et al. (2003) demonstrierten anhand 
des CDY-Gens, dass geringe Nucleotidvariationen im Sinne von Substitutionen zwischen den 
Armen der Palindrome der MSY durch Genkonversion hervorgerufen worden sind. Die 
Y-Y-Genkonversion kann somit als evolutionäres Instrument zur Perfektionierung des 
Y-Chromosoms betrachtet werden. Die uns bekannte Struktur mit der Lokalisation der testes-
spezifischen Gene in den Palindromen ist dann das evolutionäre Produkt zur Sicherung der 
Reproduktionsfähigkeit. Anderseits ist es aber gerade durch diese Strukturierung für 
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1.10 Die Prävalenz der Mikrodeletionen 
 
Die Prävalenz von Mikrodeletionen wird in der Literatur von 0,98% (Van der Ven et al., 
1997) bis zu 35% (Ferlin et al., 1999) beschrieben (Foresta et al., 1997; Simoni et al., 1997; 
Silber et al., 1998; Krausz et al., 1999b; Briton-Jones und Haines, 2000; Lin et al., 2000; van 
Landuyt et al., 2000; Krausz et al., 2001; Maurer et al., 2001; Babu et al., 2002; Dada et al., 
2002; Peterlin et al., 2002; Shimizu et al., 2002; Dada et al., 2003; SaoPedro et al., 2003; 
Quilter et al., 2003; Raicu et al., 2003; El Awady et al., 2004). Die Ursache dieser großen 
Unterschiede in den Angaben zur Prävalenz liegt in der Variabilität der Auswahlkriterien der 
Probanden, dem ethnischen Ursprung der Patienten und den unterschiedlichen 
Untersuchungsbedingungen. So wird bei den Patienten zwischen idiopathisch infertilen 
Patienten und infertilen Patienten mit bekannten Ursachen unterschieden, aber auch in 
azoosperme und oligozoosperme Patienten mit unterschiedlichen Angaben der Spermien-
konzentrationen bei Oligozoospermie unterteilt. Andere Untersuchungen schließen nur 
Patienten ein, die sich zu einer Anwendung von Fertilitätstechniken entschieden haben 
(Kremer et al., 1997; 1998). Der Einfluss der Selektionskriterien wird in der Arbeit von 
Maurer (2001) anhand einer großen Patientenanzahl von insgesamt 517 besonders deutlich. 
Maurer fand Mikrodeletionen bei acht Patienten der kleineren selektierten Gruppe 
(8/139 = 5,8%) und einen zusätzlichen Patienten in der unselektierten Gruppe (1/378 = 0,3%). 
Sieben dieser neun Patienten mit Mikrodeletionen waren azoosperm (5,2%) und zwei 
oligozoosperm mit einer Spermienkonzentration <5x106/ml (1,1%). Die Summe aller Studien 
zeigt, dass Patienten mit Azoospermie eine signifikant höhere Prävalenz an Y-chromosomalen 
Mikrodeletionen aufweisen als Patienten mit Oligozoospermie (Simoni et al., 1998; Maurer et 
al., 2001). Nicht nur die Selektionskriterien variieren, sondern auch die Anzahl und Position 
der eingesetzten Marker, die Durchführung der internen und externen Kontrolle und die 
Durchführung der Art der PCR unterscheidet die Untersuchungen sowohl in der wissen-
schaftlichen Literatur als auch bei praktizierenden, molekulardiagnostisch tätigen 
Laboratorienn (Kostiner et al., 1998; Simoni et al., 1998; McElreavey und Krausz, 1999; 
Krausz et al., 1999b; Foresta et al., 2001; Liow et al., 2001; Maurer et al., 2001; Simoni, 
2001; Simoni et al., 2004). 
 1 Einleitung  34 
 
1.11 Der prognostische Wert der Analyse der Deletionen des Y-Chromosoms 
 
In Hinblick auf die prognostische Deutung der Deletionen zeigt sich in der publizierten 
Literatur eine einheitliche Meinung. Eine klare Zuordnung eines phänotypischen Bildes zum 
Vorhandensein einer Deletion und der genauen Lokalisation dieser Deletion gibt es nicht. Im 
klinischen Bild zeigt sich eine Azoospermie, schwere Oligozoospermie (<5x106), Oligo-
zoospermie (5-20x106) und ferner Asthenoteratozoospermie (Krausz et al., 1999b). Je größer 
die Deletion auf dem Y-Chromosom ist, desto schwerer ist die phänotypische und 
histologische Ausprägung. Deletionen in AZFa, AZFb und Kombinationen von mehreren de-
letierten AZF-Bereichen sind fast immer mit Azoospermie und SCO im histologischen Bild 
verbunden. Deletionen in AZFc treten bei Patienten mit Oligozoospermie oder Azoospermie 
auf, finden sich aber auch bei vorhandener Fertilität. Das histologische Bild zeigt sich ebenso 
variabel von SCO bis kompletter Spermatogenese (Luetjens et al., 2002; Oates et al., 2002). 
Daraus ergibt sich der prognostische Schluss, dass Patienten mit Deletionen in AZFc für 
Fertilitätstechniken geeignet sind, weil in ihren Testes funktionstüchtige Spermien gefunden 
werden können (Mulhall et al., 1997; Krausz et al., 2000; Choi et al., 2003). Bei Deletionen 
über weitere Bereiche der AZF-Region sind TESE/ICSI nicht mehr möglich (Kamischke et 
al., 1999; Page et al., 1999; Krausz et al., 2000; Kleiman et al., 2001; Hopps et al., 2003). 
Wiederum wurden Mikrodeletionen auch bei Patienten mit nicht-idiopathischer Infertilität 
entdeckt (Krausz et al., 1999b; Krausz et al., 2001; Dada et al., 2002; Sao Pedro et al., 2003). 
Krausz und Mitarbeiter (1999b) fanden AZFc-Deletionen verbunden mit unilateralem 
Kryptorchismus, Varicocele und Hypoandrogenismus bei einem histologischen Bild des SCO 
und Spermatogenesearrest. Bei rund 5% der Patienten mit Kryptorchismus wurden zusätzlich 
Mikrodeletionen in der AZF-Region erkannt (van Landuyt et al., 2000; Kunej et al., 2003). 
Diese zusätzliche Diagnose beeinflusst die Prognose für eine ICSI-Behandlung bei dieser 
Patientengruppe. Zusammenfassend ergibt sich die Forderung, dass bei allen azoospermen 
und oligozoospermen Patienten, die Kandidaten für cryo-TESE oder TESE/ICSI sind, das 
Y-Chromosom nach Mikrodeletionen untersucht werden sollte (Simoni et al., 1999; Krausz et 
al., 2000; Krausz et al., 2001; Peterlin et al., 2002; Hopps et al., 2003).  
Bei der Anwendung von assistierten Fertilisierungstechniken müssen die zukünftigen Eltern 
über die Übertragung der Mikrodeletion des Y-Chromosoms auf die männlichen Nach-
kommen aufgeklärt werden (Kent-First et al., 1996; Kremer et al., 1997; Kremer et al., 1998; 
Jiang et al., 1999; Cram et al., 2000; Oates et al., 2002). Nap und Mitarbeiter prognostizierten 
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Neuordnungen mit Funktionsverlust prädestiniert (Rozen et al., 2003). Bislang galt als 
allgemein gültig, dass die Deletion als de novo Ereignis zur Infertilität des Sohnes bei einem 
fertilen Vater führt. Vereinzelte Fälle zeigen aber auch die Möglichkeit der natürlichen 
Übertragung einer Deletion von einem fertilen Vater auf seine wiederum infertilen Söhne mit 
gleicher aber auch unterschiedlicher Ausdehnung der Deletion (Kent-First et al., 1999; Rolf et 
al., 2002; Kuhnert et al., 2004). Das beweist, dass das Auftreten einer Deletion nicht immer 
mit dem Ereignis der Infertilität verbunden sein muss. Zu dieser Aussage kamen auch Ferlin 
et al. (1999) nachdem sie zeigen konnten, dass die DAZ-Gen-Familie eine unterschiedliche 
Wertigkeit in Hinblick auf die Fertilität hat. Häufig ist gerade das DAZ-Gen bei der Über-
tragung einer Deletion vom fertilen Vater auf den infolge infertilen Sohn betroffen (Kuhnert 
et al., 2004), was wiederum nicht verwundert, da Deletionen in AZFc vergleichsweise 
häufiger auftreten als in den Bereichen AZFa und AZFb (Maurer et al., 2001; Krausz et al., 
2003). Repping und Mitarbeiter wiesen nach, dass zwei Deletionstypen in AZFc des 
Palindrombereiches gr/gr und b1/b3 vom Vater auf den Sohn übertragen wurden und zu 
keinem pathologischen Erscheinungsbild führten. Daraufhin stellten sie die Hypothese auf, 
dass diese gr/gr Deletionen wahrscheinlich relativ häufig (2%) unentdeckt auftreten. Das 
Auftreten des Deletionstyps gr/gr scheint ein Risikofaktor für idiopathische Infertilität 
(Repping et al., 2003; Tyler-Smith und McVean, 2003; Machev et al., 2004; de Llanos et al., 
2005; Hucklenbroich et al., 2005) zu sein. Andere Arbeitsgruppen messen Deletionen ohne 
ein klinisches Erscheinungsbild keine zwingende Bedeutung als Grundlage der Entwicklung 
weiterer Deletionen bei (Santos et al., 1998; Fernandes et al., 2004). Das Übertragen der 
Deletionen mit gleicher Ausdehnung auf die männlichen Nachkommen mit unterschiedlichem 
klinischen Erscheinungsbild stützt ebenfalls nicht diese Annahme. Ein Bestandteil der 
Erklärung für die unterschiedliche phänotypische Ausprägung könnte die beobachtete 
Verschlechterung der Spermienproduktion mit fortschreitendem Alter sein (Simoni et al., 
1997; Page et al., 1999). Fertilitätstechniken wie ICSI nach TESE sind insofern Ausgangs-
punkt Y-chromosomaler Mikrodeletionen, da sie auf die männlichen Nachkommen in gleicher 
Ausdehnung übertragen werden (Kremer et al., 1997; Kamischke et al., 1999; Page et al., 
1999; Oates et al., 2002; Choi et al., 2004).  
 
 
 
 1 Einleitung  35 
 
anhand ihrer Studie, dass sich 79% der betroffenen Ehepaare für eine ICSI entschieden (Nap 
et al., 1999). Die Entscheidung für oder gegen den Einsatz von assistierten Fertilisie-
rungstechniken ist wiederum vom Berater und auch von soziokulturellen Begleitumständen 
abhängig (Lin et al., 2000). Van Golde und Mitarbeiter (2001) verglichen die Erfolgsrate von 
19 ICSI-Behandlungen bei 8 Paaren mit vorhandener Deletion in AZFc mit der Erfolgsrate 
von 239 ICSI-Behandlungen bei 107 Paaren ohne Deletion und stellten fest, dass bei den 
Patienten mit Deletionen die Fertilisierungsrate geringer und die Embryoqualität schlechter 
ausfällt. Implantation und das erfolgreiche Austragen des Kindes zeigten keinen Unterschied 
zur Vergleichsgruppe. Wiederum zeigten die Untersuchungen des Y-Chromosoms bei 
Patienten mit dem Karyotyp 46XY/45X0 in 33% der Fälle Deletionen in der AZFc-Region 
(Patsalis et al., 2002). Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung und den hohen 
Anspruch an eine Patientenberatung (Engel und Neesen, 2000). 
 
1.12 Die Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in-vitro-Amplifikation eines defi-
nierten DNA-Fragments (Saiki et al., 1985). Mit Hilfe der PCR kann aus einer sehr geringen 
Menge DNA innerhalb weniger Stunden ein spezifisches DNA-Fragment millionenfach ange-
reichert werden. Das Prinzip besteht in der zyklischen Verdopplung von DNA mittels eines 
Enzyms, der DNA-Polymerase. Grundlegende Komponenten der PCR sind die Original DNA, 
die den zu vervielfältigenden Abschnitt enthält, ein Primerpaar, das den Anfang und das Ende 
des zu vervielfältigenden Abschnitts der DNA festlegt, eine thermostabile DNA-Polymerase, 
um den festgelegten Abschnitt zu kopieren, Desoxiribonukleosidtriphosphate (dNTP) als 
Bausteine für die Synthese des neuen DNA-Stranges durch die Polymerase und Puffer als 
geeignetes Medium. Der erste Zyklus für einen PCR-Prozess beginnt mit der Initialisierung 
und folgender Zerlegung durch ein hochgradiges Erhitzen des Reaktionsgemisches, um die 
DNA zu denaturieren. Darauf erfolgt durch Temperatursenkung die Anlagerung, das 
Annealing, eines Primer an die flankierenden Enden des DNA-Stranges. Die Polymerisation 
infolge erneut leicht angehobener Temperatur erfolgt durch die Polymerase in Verlängerung 
der Primersequenz und unter Bindung der freien dNTP an die DNA-Matrize (template). Mit 
bis zu 25 Zyklen wird die DNA zwischen den Primern verdoppelt und dadurch exponentiell 
vermehrt. Dann erfolgt das Absenken der Temperatur zur Auswertung bzw. Aufbewahrung 
des Gemisches. Thermocycler dienen der Durchführung der PCR und erleichtern so die 
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Temperaturführung, die Kontrolle der Primerkonzentration und der Polymeraseaktivität. 
Vorteil der PCR ist der direkte Nachweis der gesuchten DNA-Sequenz. Die PCR ist ein 
schnelles Analyseverfahren, das 3-4 Stunden dauert und hoch sensitiv ist. Theoretisch kann 
schon ein DNA-Molekül nachgewiesen werden. Die PCR ist hochspezifisch durch die 
Nukleotidsequenzen der ausgewählten, geeigneten Primer. Nachteile der PCR sind mögliche 
Verunreinigungen der Reagenzien bei der Gewinnung des Patientenmaterials, der Durch-
führung der PCR und der Überführung des Polymeraseproduktes zur Auswertung mittels 
Elektrophorese (Neumaier et al., 1998). Weitere Probleme können mögliche Varianten einer 
DNA-Sequenz verursachen, die den verwendeten Primer nicht zulassen. Die multiplex PCR 
verbindet die Amplifikation mehrerer Primerpaare in einer Reaktion. Diese pragmatische 
Erweiterung der PCR Methodik wurde erstmalig 1988 von Chamberlain und Mitarbeitern 
durchgeführt. Neben der Zeitersparnis und den geringeren Kosten liegt der große Vorteil 
dieser Methode darin, dass mit der Amplifikation signifikanter Primer gleichzeitig Primer zur 
internen Kontrolle eingebracht werden können und somit auftretende technische Fehler eher 
erkannt werden. Die Durchführung einer internen und externen Kontrolle ist unbedingt erfor-
derlich (Henegariu et al., 1997; Löffert et al., 1999; Elfath et al., 2000). Die verschiedenen 
Primer müssen in ihren Annealingtemperaturen möglichst übereinstimmen. Die Produkte 
sollten in ihrer Länge differieren, um eine Darstellung mittels der Agargelelektrophorese zu 
ermöglichen und sollten keine homologen Sequenzen aufweisen, um ein Fehlannealing der 
Primer zu verhindern (Göbel, 2003). Als Möglichkeit einer schnelleren und sicheren 
Diagnostik hat sich die Anwendung der LigthCycler Technologie als „Real Time“-PCR ent-
wickelt. Bei dieser PCR Technik befindet sich zusätzlich zum Primerpaar eine Probe, die an 
eine Gensequenz zwischen den beiden Primern an die DNA bindet und mit fluoreszierendem 
Farbstoff markiert ist. Nun treffen der forward-Primer und der reverse-Primer an diese 
markierte Sequenz und lösen sie von der DNA, so dass nun Licht von der Probe emittiert 
werden kann. Die Stärke der Fluoreszenz ist proportional der gebildeten DNA. Somit können 
nach jedem PCR-Zyklus die Amplifikationsprodukte quantitativ erfasst und der lineare 
Verlauf der PCR kontrolliert werden. Der Vorteil dieser Methode liegt in dem schnellen 
Zugriff auf die Ergebnisse der PCR und einem verminderten Kontaminationsrisiko, da die 
PCR Produkte direkt im Thermocycler durch den Farbstoff ausgewertet werden (Ball et al., 
2002). Für die Diagnostik der MSY beschrieben Buch et al. (2003) die Anwendung der „Real 
Time“-PCR verbunden mit einer Schmelzkurvenanalyse. Jede STS wird bei gleichen PCR 
Konditionen einem spezifischen Schmelzpunkt zugeordnet, der in Beziehung zu einem vorher 
bestimmten Kreuzpunktwert steht. Dieser Kreuzpunktwert wurde mit Hilfe der Ligth Cycler 
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Software (ver 3.1, Roche) und dem Primer spezifischen Fluoreszenzwerten jeder „Real 
Time“-PCR errechnet. Buch und Mitarbeiter (2003) beschrieben eine gute Zuverlässigkeit 
dieser Methode bei großen Deletionen.  
Die Auswertung der PCR Produkte erfolgt in einem Spannungsfeld auf Agarose-Gel. Durch 
die Ladungsstärke der DNA-Moleküle richten sich diese zwischen Anode und Kathode aus. 
Durch die Zugabe von Ethidiumbromid ist ein Sichtbarmachen der Amplifikationsprodukte 
unter ultraviolettem Licht als Bande möglich. Eine fehlende Bande weist auf ein nicht 
amplifiziertes Fragment hin und wird als Deletion gewertet. Die Wanderung der 
DNA-Moleküle auf dem Agarose-Gel wird durch die Stärke des elektrischen Feldes, die 
Größe und Ladungsstärke der DNA-Moleküle, die Pufferbedingungen, das Agarose-Gel und 
die Temperatur beeinflusst. 
 
1.13 Die Qualitätskontrolle in der Molekulargenetik 
 
Zur Erkennung der Ursachen männlicher Infertilität gehört die Suche nach Mikrodeletionen 
auf dem Y-Chromosom zum praktischen Alltag molekulardiagnostisch tätiger Laboratorien. 
Für die Durchführung der auf PCR basierenden Diagnostik besteht nun ein standardisiertes 
Verfahren (Simoni et al., 1999) und somit die Notwendigkeit der Kontrolle der 
Zuverlässigkeit der Ergebnisse eines diagnostisch tätigen Labors. Ein außergewöhnlich hoher 
Anspruch an das Ergebnis eines genetischen Tests besteht, weil: 1. Das Ergebnis des 
genetischen Tests für den Patienten lebenslang besteht und der Test kaum ein zweites Mal bei 
einem Patienten durchgeführt wird, 2. das Testergebnis nicht nur den Patienten sondern auch 
seine Familienangehörigen aktiv betrifft, und 3. sowohl der Patient als auch der Therapeut 
dem genetisch tätigen Labor und seinem Testergebnis hohes Vertrauen entgegen bringen 
(Patton et al., 2000; Kristoffersson, 2000; Dequeker et al., 2001; Williams et al., 2004).  
Die molekulargenetischen Tests zeichnen sich durch eine hohe Spezifität aus. Bei der Unter-
suchung des Y-Chromosoms ist die Spezifität des Tests vordergründig (Fehlen oder Vorhan-
densein einer Deletion) (Simoni et al., 1997). Es ist anzunehmen, dass bei den Ergebnissen 
falsch positive und falsch negative Resultate erzielt werden (Neumaier et al., 1998; Simoni, 
2001; Thornhill et al., 2003). Ein positiver Befund liegt vor, wenn eine Deletion erkannt 
worden ist, falsch positiv heißt, es wurde eine nicht vorhandene Deletion diagnostiziert. Ein 
negativer Befund liegt vor, wenn keine Deletion vorhanden ist. Falsch negativ ist das 
Resultat, wenn eine real existierende Deletion nicht erkannt wurde. Die Qualität eines 
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Testergebnisses ist abhängig von der Akkreditierung des Labors, der Anlehnung an Standards, 
der Personalschulung und der Teilnahme an externen Qualitätskontrollprogrammen 
(Neumaier et al., 1998; Dequeker et al., 2001; Cox et al., 2003, Ramsden, 2004). Das externe 
Qualitätskontrollprogramm ist eins von drei Instrumenten zur Verbesserung der Qualität 
molekulargenetisch tätiger Laboratorien, initiiert durch das European Molecular Genetics 
Quality Network (EMQN).  
 
1.13.1  Das European Molecular Genetics Quality Network (EMQN) 
 
Das EMQN wurde 1996 aus einem Konsortium von mehr als 100 molekulargenetisch tätigen 
Laboratorien gegründet und basierte auf Erfahrungen von Qualitätskontrollprogrammen auf 
nationaler Ebene. Erforderlich wurde eine derartige Vereinigung, um dem öffentlichen Inte-
resse an der Entwicklung der Gentechnik und Sicherung des Vertrauens in die Qualität der 
gentechnischen Laborarbeit Rechnung zu tragen. Die Ziele des EMQN für die Labortests 
molekulargenetisch bedingter Krankheiten sind: 
- den durchschnittlichen Qualitätsstandard festzustellen und zu einem so genannten 
„gold standard“ zusammenzufassen, um die Qualität eines Labors individuell einzu-
schätzen und zu vergleichen, und 
- den „gold standard“ zu entwickeln, 
- die Erarbeitung von Leitlinien als Standard und praktikabler Arbeitsmethode für alle 
Laboratorien, privater oder öffentlicher Grundlage, 
- die Abstimmung der Methodik, Technik und Nomenklatur zu einer „state of the art“, 
was folglich zur Beseitigung schlechter praktischer Tätigkeit führen soll, 
- als internationales Qualitätsmanagement mit Lehrcharakter aber nicht als Kontroll-
instanz zu agieren, und damit im Sinne einer Selbstregulation die Qualität der geneti-
schen Tests zu verbessern. 
Diese Ziele sollen durch die Organisation von „Best practice meeting“ (BPM), „External 
Quality Assessment Schemes“ (EQAS) und „European Directory of DNA Laboratories“ 
(EDDNAL) erreicht werden. Diese drei Basisinstrumente sind krankheitsspezifisch ausge-
richtet. Ein BPM versammelt namentliche Direktoren von Laboratorien, die sich wissen-
schaftlich fundiert über Vereinheitlichungen in der Methode, Technik und Nomenklatur 
abstimmen, und diese auf nationaler Ebene vertreten. Als eins von 5 BPMs wurde im Jahr 
2000 ein BPM für Y-chromosomale Mikrodeletionen von der EMQN und der EAA organi-
siert und durchgeführt. Im Ergebnis des BPM erfolgte die Formulierung von Richtlinien für 
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die Molekulardiagnose, der „Laboratory Guidelines for molecular diagnosis of 
Y-chromosomal microdeletions“ (Abbildung 14). EQASS werden von wissenschaftlichen 
Experten organisiert und beinhalten die Versendung von Proben zu teilnehmenden Labo-
ratorien. Diese senden ihre Testergebnisse und deren Interpretation an die Organisatoren 
zurück und erhalten eine individuelle Auswertung. 
 
 
 
Abbildung 14: Flussdiagramm zur Entwicklung von CMGS/EMQN best practice guidelines 
(nach Dequeker et al. 2001). Skizziert wird der Informationsfluss, der zur Formulierung und 
Aktualisierung von Guidelines für molekulargenetische Diagnostik führt (Clinical Molecular 
Genetics Society = CMGS). 
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Die Durchführung dieser Tests erfolgt beginnend mit einer Pilotstudie mit einem Teilnehmer 
eines jeden EU Landes, danach mit einer Teilnehmerzahl von 30-50 und zuletzt mit über 150 
Teilnehmern mit einem ausgereiften Schema, dass sich durch eine schrittweise Erhöhung der 
Anforderungen qualitativ entwickelt hat. „EDDNAL“ ist eine Online-Datenbank, um der 
Öffentlichkeit den Zutritt zu den genetisch testenden Laboratorien zu erleichtern. Sie dient 
gleichfalls teilnehmenden und nicht teilnehmenden Laboratorien als fachliche Informations-
quelle (Williams, 1999; Müller, 2001). 
 
1.13.2 Das externe Qualitätskontrollprogramm für Y-chromosomale Mikrodeletionen 
 
Das „Externe Qualitätskontrollprogramm für Y-chromosomale Mikrodeletionen“ wurde 1997 
auf Initiative des Instituts für Reproduktionsmedizin der Universität Münster ins Leben 
gerufen und ist seit 1998 offizielle Aktivität der European Academy of Andrology (EAA) 
(Simoni, 1998). Ziel dieses Programms war es vorerst, die Vielfalt an individuellen Mustern 
in der Diagnostik Y-chromosomaler Deletionen zu einem minimalen Standardprocedere zu 
filtrieren. Vorrangige Fragestellungen waren zu beantworten: Wie häufig treten Mikro-
deletionen auf dem Y-Chromosom bei infertilen Männern auf? Welche Mikrodeletionen sind 
klinisch relevant? Bei welchen Patienten ist eine Molekulardiagnose indiziert? Wie viele 
Y-spezifische STS-Primer sollen benutzt werden (Simoni et al., 1998)? Dann galt es 
Informationen über die Molekulardiagnostik der untersuchenden Laboratorien zu erhalten und 
deren Zuverlässigkeit zu überprüfen. Das erfolgte über die Zusendung von DNA-Proben mit 
bekannten Deletionen auf dem Y-Chromosom und der Auswertung der Ergebnisse nach 
Rücksendung der individuellen Laborberichte der Teilnehmer (Simoni, 2001). Die ersten drei 
Versuche wurden mit der Teilnahme von 20, 25 und 29 Laboratorien 1998/99 durchgeführt. 
An die Laborberichte wurden bis hierhin keine besonderen Anforderungen gestellt. Neun 
Laboratorien sendeten einen offiziellen Bericht, infolge ihrer Erfahrungen durch eine 
Teilnahme an anderen Qualitätskontrollprogrammen, zurück. Nach dem zweiten Versuch 
wurden Hinweise zur Durchführung interner Kontrollen an die Teilnehmer gegeben. Die von 
Versuch zu Versuch sinkende Rate an Fehldiagnosen wurde vermutlich durch eine 
Verbesserung der internen Kontrolle erzielt. Die Anzahl der STS-Primer, über 90 
verschiedene Primer in Versuch 1, 77 in Versuch 2 und 80 in Versuch 3, variierte innerhalb 
der Tests wie auch innerhalb der Laboratorien. Kein STS-Primer wurde von allen 
Laboratorien benutzt. Einige STS-Primer, die in den Versuchen unsichere oder falsche 
Ergebnisse lieferten, wurden in den weiteren Versuchen nicht wieder verwendet. Insgesamt 
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konnte eine Abnahme falscher Resultate nachgewiesen werden (Simoni, 2001). Auffallend 
war die Heterogenität in der Anzahl und dem Sitz der STS-Marker. Die Sensitivität der 
genutzten Primer lag bei 97% und deren Spezifität bei 91%. Die Rate an Fehldiagnosen lag 
bei 5%, berücksichtigte hierbei aber weder den AZFa-Bereich, weil keine Probe eine Deletion 
in diesem Bereich aufwies, noch den Umgang mit den Proben und die Protokollierung. Die 
ersten drei Versuche des Qualitätskontrollprogramms waren somit eine Bestandsaufnahme der 
Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen molekulardiagnostisch tätiger Laboratorien. 
Die Heterogenität der Erkennung der Mikrodeletionen in der wissenschaftlichen Literatur 
spiegelt sich in der Praxis der Laboratorien wieder (Simoni, 2001). Die Auswertung dieser 
drei Versuche mündete in der Formulierung der „Laboratory guidelines for molecular 
diagnosis of Y-chromosomal microdeletions“ (Simoni et al., 1999). 
 
1.13.3 Laboratory guidelines for the molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions 
 
Die Laboratory guidelines for the molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions 
wurden vor der Durchführung des BPM für Y-chromosomale Mikrodeletionen veröffentlicht 
(Simoni et al., 1999), und sie sind unter der Internetadresse 
http://www.emqn.org/bpguidelines.php frei verfügbar. In Auswertung der aktuellen Literatur 
wurden Aussagen zum Hintergrund der Zusammenstellung der Leitlinien, zur Prävalenz und 
Relevanz Y-chromosomaler Mikrodeletionen und zu den Indikationskriterien getroffen. So 
vielfältig die Wahl der Selektionskriterien in der Literatur beschrieben wurden, so variabel 
zeigte sich auch die Wahl und die Anzahl der verwendeten Primer (Simoni et al., 1998; Vogt, 
1998; Krausz et al., 1999b; Maurer, 2001; Simoni, 2001). Simoni et al. (1998) konnten nach-
weisen, dass keine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der Primer und der 
Prävalenz von Mikrodeletionen in einem Patientenkollektiv besteht. In Auswertung der 
aktuellen Literatur und der ersten drei Versuche des EQAS erfolgte die Formulierung von 
Empfehlungen für folgende Punkte: 
 
1. Richtlinien für den Labortest 
 
a. PCR-Format und interne Qualitätskontrolle  
Zum PCR-Format wird der Einsatz der multiplex PCR empfohlen, weil sie eine Unter-
scheidung negativer Ergebnisse von technischen Fehlern durch die gleichzeitige 
Amplifikation von deletionsspezifischen Primern neben dem Kontrollprimer ZFX/ZFY 
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ermöglicht. ZFX/ZFY amplifizieren jeweils eine einzigartige Sequenz bei Mann und 
Frau. Parallel zu jeder PCR müssen Kontrollreaktionen mit gleichem Primerset durch-
geführt werden, eine positive Kontrolle mit der DNA eines nachgewiesen fertilen 
Mannes für den Nachweis von Sensitivität und Spezifität, eine negative Kontrolle mit 
der DNA einer Frau für den Nachweis der Spezifität und Kontaminationskontrolle und 
eine Probe mit destilliertem Wasser zur Kontaminationskontrolle. 
 
b. Minimale Set an STS-Primern (first choice of STS-Primers) 
Das minimale Set an Primern sollte aus: SRY als Kontrolle für den „Testis determining 
factor“ auf Yp, für AZFa die Primer sY84 und sY86, für AZFb die Primer sY127 und 
sY134 und für AZFc die Primer sY254 und sY255, bestehen. Das minimale Set wird im 
Sinne einer Mindeststandardisierung und Vergleichbarkeit der Resultate empfohlen und 
beansprucht für sich eine Erfolgsquote von über 90%. SRY sollte bei fehlendem 
Amplifikationsprodukt von ZFY zum Nachweis des Y-Chromosoms eingesetzt werden. 
Für den AZFa-Bereich werden in den Leitlinien zwei nicht genspezifische Primer 
empfohlen, die bei Deletion der kompletten AZFa-Region betroffen sind. Nach den 
Erkenntnissen von Kamp et al. (2001) wurden für die Grenzen der AZFa-Region neue 
Primer kreiert, AZFa-prox1, AZFa-prox2 für die proximale Grenze und AZFa-dist1, 
AZFa-dist2 für die distale Grenze. Die Primer sY127 und sY134 liegen im zentralen 
Feld der Deletionen über AZFb, neu definiert als P5/proximal P1. Die Deletion 
AZFb/AZFc, neu definiert als P5/distal P1 und P4/distal P1 umfasst zusätzlich zwei 
Kopien des DAZ-Gens in AZFc (Abbildung 15). Eine Deletion in AZFc, die über die 
fehlende Amplifikation der empfohlenen Primer sY254 und sY255 erkannt wird, 
bedeutet immer eine Deletion des ganzen AZFc-Bereichs. Die Primer sY255 und sY254 
amplifizieren das DAZ-Gen, das in 4 Kopien in 2 Clustern angeordnet ist und den 
AZFc-Bereich dominiert. Eine fehlende Amplifikation dieser Primer bedeutet damit 
immer ein Fehlen aller DAZ-Genkopien. Die b2/b4 Deletion entspricht der Deletion von 
AZFc. Auch nach neuer Definition der Deletionstypen finden die „first choice of 
STS-Primers“ und „second choice of STS-Primers“ ihre Bestätigung in der Diagnostik 
Y-chromosomaler Mikrodeletionen (Simoni et al., 2004). 
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Y-Chromosoms und des neuen Deletions-
modells (Simoni et al., 2004). 
Links vom Chromosomschema: Zuordnung der STS-Primer (first choice of primers) zu 
den zu erkennenden Deletionen; Anordnung der drei nicht überlappenden AZF-Regionen 
nach dem Deletionsmodell von Vogt et al. (1996), rechts vom Chromosomschema: 
Darstellung des Deletionsmodells nach Repping et al. (2003). 
 
c. Einsatz von Primern nach Deletionserkennung (second choice of STS-Primers) 
Die an dieser Stelle empfohlenen Primer beleuchten die Grenzen der einzelnen 
AZF-Bereiche. 
 
Primer der  AZFa AZFb AZFc 
proximale Grenze sY82(+) 
sY83(-) 
sY135(+) 
sY114(-) 
sY143(+) 
sY152(-) 
distale Grenze sY87(-)  
sY88(+) 
sY143(-)  
sY152(+) 
sY157(-)  
sY158(+) 
„+“ = positive Amplifikation 
„-“ = negative Amplifikation 
 
Diese Primer werden wieder im Sinne der Vergleichbarkeit der Ergebnisse empfohlen, 
unter dem vorangegangenen Hinweis, dass zur erfolgreichen Erkennung einer Deletion ein 
Primer pro AZF-Region ausreichend wäre. 
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d. STS-Primer, die nicht angewandt werden sollten 
Hier erfolgt der begründete Ausschluss für die Erkennung von Deletionen unzuver-
lässiger Primer. Das sind Primer, die polymorph sind, verstreut auf dem Y-Chromosom 
liegen oder sich ständig wiederholen. 
 
e. Kontrolle und Testwiederholung 
Bei positivem Testresultat sollte das Ergebnis mit den gleichen Primern unter 
Verwendung des simplex PCR-Formats wiederholt werden. Bei technischen Fehlern 
sollte die multiplex PCR erneut versucht werden. Gestaltet sich die multiplex PCR 
schwierig, sollte das simplex PCR-Format eingesetzt werden. Wichtig ist der Erhalt 
eines klaren, reproduzierbaren Ergebnisses. 
 
2. Laborbericht 
 
Der Laborbericht soll in standardisierter Form erfolgen und klar, kurz gefasst, zuverlässig, 
interpretierbar und autorisiert sein. Folgende Informationen sollte der Bericht enthalten: 
- eine klare Identifikation des Labors, 
- das Datum der Untersuchung und des Berichts, 
- die Patientendaten: Name, Geburtsdatum, interne Laboridentifikationsnummer, 
- die klinische Fragestellung zur Indikation der Untersuchung, 
- die Beschreibung des Untersuchungsmaterials, 
- das eingesetzte PCR-Format, 
- die Angabe der STS-Primer und die eindeutige Zuordnung der Ergebnisse, 
- leicht verständlich interpretierte Ergebnisse, 
- die in Form einer Signatur gekennzeichnete Verantwortlichkeit. 
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1.14  Zielsetzung und Aufgaben 
 
Die rasante Entwicklung der Erkenntnisse über das Auftreten und die Bedeutung von Mikro-
deletionen auf dem Y-Chromosom bzw. anderer genetischer Erkrankungen steht im Einklang 
mit der rasanten Entwicklung der medizinischen Technik und der Vereinfachung der Handha-
bung diagnostischer Hilfsmittel. Das stellt das molekulargenetisch tätige Labor und den 
Therapeuten vor die Herausforderung den aktuellen Wissensstand zu kennen, sowie das tech-
nische Leistungsvermögen diagnostischer Hilfsmittel einschätzen und überwachen zu können. 
Der bereits beschriebene besondere Anspruch an einen genetischen Test erfordert eine 
Kontrolle der Qualität der diagnostischen Ergebnisse.  
Um Kenntnisse über die Qualität und Zuverlässigkeit der Ergebnisse molekulargenetisch 
tätiger Laboratorien in der Diagnostik von Mikrodeletionen des Y-Chromosoms zu erlangen, 
analysiert diese Arbeit die Ergebnisse des EQAS für Y-chromosomale Mikrodeletionen der 
Testreihen von 2000 und 2002. Dabei werden die Testergebnisse innerhalb der Testreihen und 
zwischen den beiden Testreihen verglichen. Des Weiteren soll untersucht werden, welchen 
Einfluss die “Laboratory Guidelines for molecular diagnosis of Y-chromosomal 
microdeletions “ (Simoni et al., 1999) auf die Durchführung der Diagnostik Y-chromosomaler 
Mikrodeletionen haben. 
 
Die Ziele dieser Arbeit bestehen darin, durch die detaillierte Auswertung der Laborberichte, 
der an dem externen Kontrollprogramm teilgenommenen Laboratorien folgende Einschät-
zungen vorzunehmen: 
Wie ist die Qualität und Zuverlässigkeit der Laborergebnisse und der Laborberichte der 
teilgenommenen Laboratorien zu bewerten? 
Wie sind die Laborergebnisse und Berichte im Vergleich innerhalb eines Tests und im 
Vergleich zwischen den Tests zu bewerten? 
Wie weit beeinflussen die “Laboratory guidelines for molecular diagnosis of Y-chromosomal 
microdeletions“ (Simoni et al., 1999) die Durchführung der Diagnostik und die Bericht-
erstellung?  
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Um diese Fragen beantworten zu können, wurde folgenden Aufgaben nachgegangen:  
1. Es erfolgte die detaillierte Auswertung der Ergebnisse der Genotypisierung anhand der 
Laborberichte: Was sind die Ergebnisse der beiden Versuche? Wie hoch ist die Rate 
an Fehldiagnosen in den beiden Versuchen (Ausgewertete Parameter: interne 
Qualitätskontrolle, STS-Primer in Yq, PCR-Format)? 
2. Es wurden diese Parameter innerhalb der Versuche und zwischen den Versuchen 
verglichen: Gibt es eine Entwicklung in der Durchführung der Molekulardiagnose 
Y-chromosomaler Mikrodeletionen zwischen den beiden Versuchsreihen?  
3. Es wurden die Ergebnisse der Laborberichte den Ergebnissen anderer externer 
Qualitätskontrollprogramme gegenübergestellt: Wie verhalten sich die Ergebnisse der 
Qualitätskontrolle der Molekulardiagnose Y-chromosomaler Mikrodeletionen im 
Vergleich zu den Ergebnissen der Qualitätskontrollprogramme anderer molekular-
genetischer Erkrankungen? 
 2 Methoden 
 
47
2 Methoden 
 
2.1 Materialbeschreibung 
 
Nach der Veröffentlichung der „Laboratory guidelines for molecular diagnosis of 
Y-chromosomal microdeletions“ fanden im Rahmen des „External Quality Assessment 
Scheme for the Molecular Diagnosis of Y-chromosomal microdeletions (EQAS 
Y-Chromosome)“ zwei Ringversuche in den Jahren 2000 und 2002 statt. Die Grundlage der 
vorliegenden Studie bilden die Ergebnisse der Genotypisierung dieser beiden Versuche, die 
in offiziellen und laborüblichen Berichten von den Teilnehmern am externen Qualitätskon-
trollprogramm verfasst und zu dessen Organisatoren zurückgesandt wurden. Die Bewertung 
der Ergebnisse in der Genotypisierung und die Bewertung der Aussagekraft der Berichte 
erfolgte durch die Organisatorin des Programms, Frau Prof. Simoni (Institut für 
Reproduktionsmedizin der Universität Münster) und drei weitere, unabhängige Gutachter: 
Dr. Peter Vogt (Institut für Humangenetik der Universität  Heidelberg, Deutschland), Prof. 
Bert Bakker (Institut für Humangenetik der Universität Leiden, Niederlande), Dr. Csilla 
Krausz (Institut für Andrologie der Universität Florenz, Italien). Die Bewertung dieser 
Berichte ist das Fundament weiterer Analysen. Die beiden Versuche sind eigenständig und 
unabhängig voneinander, was den Teilnehmern jederzeit einen Einstieg in das Kontroll-
programm ermöglichte. Anderseits stellt der zweite Versuch eine Weiterführung und 
Entwicklung der Qualitätskontrolle durch veränderte Ansprüche an die Laborberichte und 
eine damit einhergehende Veränderung des Bewertungsmaßstabs dar. 
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2.2 DNA Proben und Bewertungsmaßstab im EQAS 2000 und 2002 
 
2.2.1 DNA-Proben  
 
Im EQAS 2000 wurden vier DNA-Proben mit fiktiven, nicht identischen Personendaten und 
klinischen Fragestellungen an die Teilnehmer verschickt. Die DNA-Proben sollten von den 
Teilnehmern wie jedes andere zu untersuchende Patientenmaterial behandelt und doku-
mentiert werden (Tabelle 4). 
 
Tabelle 4: DNA-Probenmaterial im EQAS 2000 
Name Geburts- 
Datum 
Labor-Code Klinische 
Fragestellung  
Farb- 
Code 
DNA 
Konzentration 
Hans Hoffmann 18.02.1954 KO 10.1 Azoospermie Rot 126 ng/µl 
Josef Jahn 29.02.1970 KO 10.2 Azoospermie Gelb 200 ng/µl 
Peter Pann 25.12.1961 KO 10.3 Azoospermie Blau 156 ng/µl 
Wolfgang Vogel 17.12.1961 KO 10.4 Azoospermie Grün 132 ng/µl 
 
Im Versuch 2002 wurden fünf DNA-Proben mit fiktiven, nicht-identischen Personendaten 
und klinischen Fragestellungen an die Teilnehmer versandt, wiederum mit der Aufforderung, 
die DNA-Proben wie jedes andere zu untersuchende Patientenmaterial zu behandelt und zu 
dokumentieren. Die verwendeten Proben waren dieselben wie im vorhergehenden Versuch, 
mit dem Zusatz einer neuen Probe (Tabelle 5). 
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Tabelle 5: DNA-Probenmaterial im EQAS 2002 
Name Geburts- 
Datum 
Labor- 
Code 
Klinische 
Fragestellung  
Farb- 
Code 
DNA 
Konzentration
Johannes Larssen 12.02.1964 KO 10.11 
LARJOH 
idiopathische 
Azoospermie 
gelb 250 µg/ml 
Michael Henner 03.04.1950 KO 10.12 
HENMIC 
idiopathische 
Azoospermie 
rot 250 µg/ml 
Hein Lennart 14.04.1962 KO 10.13 
LENHEI 
schwere 
Oligozoospermie
orange 250 µg/ml 
Paul Thierse 06.11.1960 KO 10.14 
THIPAU 
Oligozoospermie grün 250 µg/ml 
Walter Barth 21.07.1962 KO 10.15 
BARWAL 
idiopathische 
Azoospermie 
grün 250 µg/ml 
 
 
Mit Ausnahme jeweils einer Probe je EQAS-Versuch enthielt jede Probe eine Deletion 
(Tabelle 6). 
 
Tabelle 6: Gegenüberstellung der Proben der EQAS-Versuche 2000 und 2002 
EQAS 2000 EQAS 2002  
Name Lab. Code Name Lab. Code Deletion in 
Hans Hoffmann KO 10.1 Hein Lennart KO 10.13 AZFc 
Josef Jahn KO 10.2 Johannes Larsson KO 10.11 AZFa 
Peter Pann KO 10.3 Paul Thierse KO 10.14 Keine  
Wolfgang Vogel KO 10.4 Walter Barth KO 10.15 AZFb 
  Michael Henner KO 10.12 AZFb/AZFc 
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2.2.2  Bewertungsmaßstab der Genotypisierung 
 
Die Bewertung der Ergebnisse der Genotypisierung erfolgte in beiden EQAS gleich über ein 
Punktesystem mit folgender Zuordnung: 
2.0 Punkte: ein korrektes Ergebnis, mindestens 2 STS-Primer pro AZF-Region eingesetzt 
1.5 Punkte: ein korrektes Ergebnis, ein STS-Primer zeigt ein abweichendes Ergebnis 
1.0 Punkte: ein teilweise korrektes Ergebnis (z.B. ein STS-Primer falsch amplifiziert) 
0    Punkte: ein falsches Ergebnis  
 
2.2.3 Bewertungsmaßstab der Laborberichte 
 
Die Bewertung der Laborberichte erfolgte ebenfalls über ein Punktesystem, gemessen nach 
folgenden inhaltlichen Kriterien: 
- Patientendaten, 
- Datum des Eingangs der Probe, 
- Klinische Fragestellung, 
- Proben-Identifikationsnummer, 
- Materialbeschreibung, 
- Beschreibung der analytischen Methode, 
- Ergebnisbeschreibung, 
- Interpretation des Ergebnisses, 
- Empfehlung zur Durchführung einer genetischen Beratung des Patienten bzw. Forde-
rung einer Karyotypisierung, 
- Doppelte Autorisierung des Laborberichts. 
 
Im EQAS 2000 erfolgte die Protokollbewertung nach folgender Einteilung: 
2.0        Punkte: ein vollständiger und korrekter Bericht, 
1.4-1.9 Punkte: ein unvollständiger und teilweise korrekter Bericht, 
1.0        Punkte: ein schlechter Bericht, 
0.5        Punkte: ein sehr schlechter Bericht, 
0           Punkte: ein fehlender oder war nicht auswertbarer Bericht. 
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Die Bewertung erfolgte entsprechend der Wiedergabe der inhaltlichen Kriterien, abgestimmt 
auf den jeweiligen Patientenfall. Das EQAS 2002 unterschied sich hier von dem EQAS 2000 
in der Bewertung der Interpretation der Ergebnisse basierend auf der Untersuchung der 
Ausdehnung der Deletion und der Empfehlung weiterer diagnostischer bzw. therapeutischer 
Schritte beim Erkennen einer Deletion: 
 
2.0 Punkte: ein vollständiger und korrekter Bericht, 
0.5 Punkte Abzug: Größe der Deletion in AZFa und/oder AZFb wurden 
nicht bestimmt, 
0.5 Punkte Abzug: die Empfehlung einer genetischen Beratung bei 
bestehender Deletion fehlt, 
0.1 bis 0.4 Punkte Abzug: bei weiteren fehlenden Informationen, 
0.0 Punkte: Bericht fehlte oder war nicht auswertbar. 
 
2.2.4 Teilnehmer am EQAS 2000 und 2002 
 
 
Abbildung 16: Anzahl der Teilnehmer am EQAS 2000 und 2002.  
In den Flächenanteilen ist die Anzahl der Laboratorien angegeben.  
 
Am externen Kontrollprogramm 2000 nahmen 56 Laboratorien aus 17 Ländern Europas und 
zwei nicht-europäischen Ländern teil. Im Versuch 2002 erhöhte sich die Anzahl der Teilneh-
mer auf 82 Laboratorien (Abbildung 16), davon 22 Teilnehmer aus europäischen und 7 
Teilnehmer aus nicht-europäischen Ländern (Tabelle 7). 45 Laboratorien beteiligten sich an 
beiden Versuchen. 
37 
45 
11 
Laboratorien, die in 2002 
das erste Mal am EQAS 
teilnahmen 
Laboratorien, die nur am 
EQAS 2000  
teilnahmen 
Laboratorien, die in 2000 
und 2002 am EQAS 
teilnahmen 
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Tabelle 7: Teilnehmer am EQAS für Y-chromosomale Mikrodeletionen 
Jahr Institut Stadt Staat Charakter 
Teilnehmer europäischer Länder (85 Teilnehmer) 
2000/2002 Center of Medical Genetics 
University of Antwerp 
Antwerpen Belgien Öffentlich 
2000 Centrum Medische Genetica  
Univ. Ziekenhuis 
Brüssel Belgien Öffentlich 
2000/2002 Center of medical genetics Brüssel Belgien Öffentlich 
2000/2002 Universite Libre de Bruxelles Centre 
de Genetique ULB Hospital Erasme 
Brüssel Belgien Öffentlich 
2000/2002 Center for Human Genetics 
University Hospital Leuven 
Leuven Belgien Öffentlich 
2000/2002 Institut de Pathologie et de Genetique, 
Centre de Genetique Humaine 
Loverval Belgien Privat 
2002 Department of Gynecology, Skejby 
Sygehus, Aarhus University Hospital, 
Aarhaus Dänemark Öffentlich 
2000/2002 Dep. Of Growth & Reproduction, 
Copenhagen University Hospital 
Denmark 
Kopenhagen Dänemark Öffentlich 
2000/2002 Institut für Humangenetik & 
Anthropologie 
Düsseldorf Deutschland Öffentlich 
2000/2002 Labor Prof. Arndt und Partner Hamburg Deutschland Privat 
2000 Gemeinschaftspraxis Leipzig Leipzig Deutschland Privat 
2000 Institut für Humangenetik  
Universität Leipzig, 
Leipzig Deutschland Öffentlich 
2000/2002 Institut für Humangenetik 
Universitätsklinikum 
Magdeburg Deutschland Öffentlich 
2002 Institut für Allgemeine Humangenetik Marburg Deutschland Öffentlich 
2000/2002 Labor Dr. Stein und Partner Mönchen- 
gladbach 
Deutschland Privat 
2002 Dr. C. Nevinny-Stickel-Hinzpeter München Deutschland Privat 
2000/2002 Univ. Münster, Institut für 
Reproduktionsmedizin 
Münster Deutschland Öffentlich 
2002 Gynäkologen-Medizinsche Genetik Nürnberg Deutschland Privat 
2002 Gemeinschaftspraxis Regensburg Deutschland Privat 
2002 University of Ulm 
Human Genetics 
Ulm Deutschland Öffentlich 
2000/2002 Molecular Genetics Department 
The Lewis Laboratories,  
Southmead Hospital 
Bristol England  Öffentlich 
2002 Wessex Regional Genetics Laboratory, 
Salisbury Heath Care NHS Trust 
Salisbury England Öffentlich 
2002 Tartu University Clinics 
United Labs 
Dorpat Estland Öffentlich 
2000/2002 Medix Diacor, Laboratory Services Ltd Espoo Finnland Privat/ 
Öffentlich 
2002 Helsinki University Hospital Obstetrics 
and Gynaecology 
Helsinki Finnland Öffentlich 
2000 Infertility Clinic Helsinki Finnland Öffentlich 
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Jahr Institut Stadt Staat Charakter 
2000 University of Turku/ 
Dept. Of Medical Genetics 
Turku Finnland Öffentlich 
2000/2002 Service de Genetique Angers Frankreich Privat 
2000/2002 Dpt. Genetique et Reproduction Caen Frankreich Öffentlich 
2002 Centre de Lutte le Cancer,  
Centre Jean Perrin 
Clermont- 
Ferrand 
Frankreich Privat 
2002 Laboratoire de Genetique,  
CHU-Nancy Brabois 
Nancy Frankreich Öffentlich 
2002 Laboratoire Cytogenetique 
Oncologique Et Cententale, 
Hospital Gaston Dounerque 
Nimes Frankreich Öffentlich 
2000/2002 Hospital American de Paris, 
Laboratoire de Biologie Moleculaire 
Paris Frankreich Öffentlich 
2002 Laboratoire de Biochimie et Genetique 
Moleculaire 
Paris Frankreich Öffentlich 
2000 Serv. Biologie de la Reproduction, 
Hopital Tenon 
Paris Frankreich Öffentlich 
2002 Genetique Laboratoire Cellulaire et 
Moleculaire 
Portiers Frankreich Öffentlich 
2002 Laboratoire de Genetique Moleculaire 
Hopital Pontchaillon 2 
Rennes Frankreich Öffentlich 
2002 CHU de Sain Etienne Service de 
Génétique 
Faculté de Médicine 
Saint- 
Etienne 
Frankreich Öffentlich 
2002 Diagnostic Genetic Center Athen Griechenland Privat 
2000/2002 DNA Laboratory National Diagnostic 
Centre Bio Research Ireland 
Galway Ireland Öffentlich 
2000/2002 Cl. Endocrinologia Universita Ancona 
Ospedale Torrette 
Ancona Italien Öffentlich 
2000/2002 Studio Medico S. Luca Bari Italien Privat 
2002 Servizio di Anatomia ed Istologia  Belluno Italien Öffentlich 
2000 Instituto di Medicina Interna Ospedale 
Garibaldi 
Catania Italien Öffentlich 
2002 Servizio di Genetica Medica Cremona Italien Öffentlich 
2000/2002 Azienda Ospedaliera „A.Meyer”  
U.O. di Genetica Medica 
Firenze Italien Öffentlich 
2000/2002 Unita di Andrologia Dipartmento di 
Fisiopatologia Clinica 
Firenze Italien Öffentlich 
2000 Medicina Sperimentale,  
Universität L`Aquila 
L'Aquila Italien Öffentlich 
2002 Lab. P. Pignatelli /Andrologia Lecce Italien Privat 
2000/2002 A.O. Istituti Clinici di Perfezionamento Milano Italien Öffentlich 
2000/2002 Experteam SAS Marghera Italien Privat 
2002 Lab. Molecular Genetics 
Azienda Ospedaliera di Parma 
Parma Italien Öffentlich 
2000/2002 Ospedale S. Chiara 
Laboratorio di Genetica 
 
Pisa Italien Öffentlich 
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Jahr Institut Stadt Staat Charakter 
2000 Cattedra di Anatomia Umana 
Universita Tor Vergata 
Rom Italien Öffentlich 
2000/2002 Cattedra di Andrologia , 
Dipatimento Fisisop. Medica 
Rom Italien Öffentlich 
2000/2002 Sant` Anna Hospital 
Molecular Pathology Laboratory 
Torino Italien Öffentlich 
2000/2002 Unita Operativa di Genetica  Medica Torino Italien Öffentlich 
2002 Laboratorio Analisi Chimico  
Cliniche ed Ematologiche Policlinico 
G.B. Rossi 
Verona Italien Öffentlich 
2000/2002 Clinical Hospital Center, Clinical 
Institute for Laboratory Diagnosis, 
Lab. for Molecular Diagnosis 
Zagreb Kroatien Öffentlich 
2000/2002 Dep. of Clinical Genetics, 
Academic Medical Center 
Amsterdam Niederlande Öffentlich 
2000/2002 Medische Genetica Univ. Groningen Groningen Niederlande Öffentlich 
2002 Human and Clinical Genetics Leiden Niederlande Öffentlich 
2000/2002 DNA Diagnostics, Clinical Genetics 
Center South East Netherlands 
Maastrich Niederlande Öffentlich 
2000/2002 University Hospital Nijmegen 
Department of Human Genetics 
Nijmegen Niederlande Öffentlich 
2000/2002 Clinical Molecular Genetics,  
Dep.of Clinical Genetics ERASMUS 
MC Rotterda 
Rotterdam Niederlande Öffentlich 
2000/2002 University Medical Center Utrecht, 
Dep. of Medical Genetics,  
DNA-Diagnostics laboratory 
Utrecht Niederlande Öffentlich 
2002 Dept. Medical Genetics Ulleval 
University Hospital 
Oslo Norwegen Öffentlich 
2000/2002 St. Johannes Spital Salzburg Österreich Öffentlich 
2000/2002 Institute for Medical Biology Innsbruck Österreich Öffentlich 
2000/2002 Centro de Genetica Humana,  
Inst. Nace Saud 
Lissabon Portugal Öffentlich 
2000/2000 Dept. of medical Genetics-Faculty of  
Medicine 
Porto Portugal Öffentlich 
2002  Department of Medical Genetics NAS 
of Armenia 
Yerevan Republic of 
Armenia 
Öffentlich 
2000/2002 Andrology Unit Reproductive Medical 
Center Karolinska Hospital 
Stockholm Schweden Öffentlich 
2000/2002 Medical Genetics Genf Schweiz Öffentlich 
2000/2002 AMS Genetique Lausanne Schweiz Öffentlich 
2002 Humangenetisches Labor Genetica Zürich Schweiz Privat 
2002 Division of Medical Genetics 
Dept. of Obstretics and Gynecology 
Lubljana Slowenien Öffentlich 
2002 Centre de Diagnóstic Biomedic (CDB) 
Genetica 
Barcelona Spanien Öffentlich 
2002 Fundacion Jiméneez Diaz 
 
Madrid Spanien Privat 
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Jahr Institut Stadt Staat Charakter 
2000 Molecular Genetics Laboratory Dep. of 
Human Genetics, Cernopolni 
Brno Tschechische
Republik 
Öffentlich 
2002 Department of Medical Genetics 
University Hospital 
Olmütz Tschechische 
Republik 
Öffentlich 
2002 Institute of Biology and Medical 
Genetics of 2`nd Medical 
Laboratory of Assisted Reproduction 
and Genetics 
Prag Tschechische 
Republik 
Öffentlich 
2000 Molecular Biology and Genetics Kiew Ukraine Öffentlich 
2000/2002 The Cyprus Institute of Neurology & 
Genetics 
Nikosia Zypern Öffentlich 
Teilnehmer nicht-europäischer Länder (8 Teilnehmer) 
2002 Facultad de Medicina de la 
Universitada de Buenos Aires 
Buenos Aires Argentina Öffentlich 
2002 Laboratorio de Biologia Moleculare 
Celular-NETLAB 
Porto Alegre Brasilien Privat 
2000/2002 Institute for the Study of Fertility Lis 
Maternity Hospital 
Tel Aviv Israel Öffentlich 
2002 Proc Clinical Service and Diagnostic 
Laboratories inc. 
Montreal Kanada Privat 
2002 Molecular Haematology Canterbury  
Health Laboratories 
Christchurch Neuseeland Öffentlich 
2002 Genzyme Genetics  Framingham USA Privat 
2000/2002 Mayo Clinic, Fertility Testing 
Laboratory 
Rochester USA Privat/ 
Öffentlich 
2002 Centro Medico Docente La Trinidad Caracas Venezuela Privat/ 
Öffentlich 
• Jahr: kennzeichnet die Teilnahme des Laboratoriums am jeweiligen externen 
Kontrollprogramm 
• Charakter: kennzeichnet die wirtschaftliche und soziale Stellung der Einrichtung, 
wobei „Öffentlich“ eine allgemeinnützige, an weitere Institute bzw. städtische 
Kliniken angegliederte Einrichtung darstellt, und „Privat“ ein wirtschaftlich 
eigenständiges bzw. gewinnorientiertes Unternehmen charakterisiert.  
 
2.2.5 Die Bewertung der Laborergebnisse und Berichte 
 
Für jede DNA-Probe ergab sich eine Punkte-Bewertung für das Ergebnis der Genotypisie-
rung und eine für den Laborbericht. Aus den Einzelbewertungen errechnete sich für jedes 
Labor ein Gesamtresultat für die Genotypisierung und für die Berichterstellung. Dazu erhielt 
jedes Labor eine Begründung für die Bewertung, getrennt für Genotypisierung und Bericht 
und eine einschätzende und hinweisende Zusammenfassung. Die individuelle Auswertung 
wurde den Laboratorien zugesandt. Die Auswertung erfolgte anonym über die Zuordnung 
einer Labor-Referenznummer. 
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2.3 Zur Auswertung vorliegende Berichte 
 
Von den 56 Laboratorien, die am EQAS 2000 teilnahmen, sendeten 50 Laboratorien indivi-
duelle Berichte für jede Probe zurück. Sechs Laboratorien sendeten einen für alle Proben 
zusammenfassenden Bericht. Beim EQAS 2002 sendeten 72 Teilnehmer individuelle 
Berichte für jede Probe und 10 Teilnehmer folgten nicht der Empfehlung, die Proben 
individuell zu protokollieren. 
Zur Wahrung der Integrität der Laboratorien erhielten diese eine Laboridentifkationsnummer, 
die nur der Organisatorin des EQAS und dem entsprechenden Labor bekannt waren. Die 
Vergabe der Identifikationsnummer erfolgte in der Reihenfolge des Eingangs der Labor-
berichte im jeweiligen EQAS und ist bei wiederholter Teilnahme eines Laboratoriums im 
zweiten EQAS-Versuch mit der Identifikationsnummer des ersten EQAS-Versuchs nicht 
zwingend identisch. Die in dieser Arbeit verwendeten Identifikationsnummern (Lab. Nr.) 
wurden neu zugeordnet und dienen einer besseren Orientierung innerhalb dieser Arbeit. 
Hierbei behält das Labor mit wiederholter Teilnahme die Identifikationsnummer aus dem 
Versuch 2000 in dem Versuch 2002 bei. Auf die Verwendung der laborbekannten 
Identifikationsnummer und einer öffentlichen Zuweisung der neuen Identifikationsnummer 
wurde im Sinne der Organisation eines EQAS und entsprechend den Zielsetzungen des 
EMQN verzichtet. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Genotypisierung 
 
3.1.1 Angewandte Methodik 
 
3.1.1.1 Art und Anzahl der STS-Primer, die zur Erkennung der Deletion eingesetzt wurden 
 
Im EQAS 2000 wurden von den Teilnehmern insgesamt 89 verschiedene STS-Primer einge-
setzt, davon 62 Primer in den drei AZF-Regionen (Abbildung 17), 23 Primer außerhalb der 
drei AZF-Regionen und weitere 4 Primer auf Yp. Im EQAS 2002 kamen insgesamt 103 
verschiedene STS-Primer zum Einsatz, 70 innerhalb, 24 außerhalb der AZF-Region und 9 
Primer auf Yp. 
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Abbildung 17: Anzahl der Primer, die initial in den AZF-Regionen eingesetzt wurden.  
Schwarz = Anzahl der verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2000; weiß = Anzahl der 
verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2002. 
 
Die Anzahl der innerhalb der AZF-Regionen verwendeten Primer blieb weiterhin sehr hoch 
und stieg zum Versuch 2002 an. Die Anzahl der eingesetzten Primer je Probe variierte inner-
halb eines Labors. Das erklärt sich in der Durchführung weiterer PCR nach Erkennung einer 
Deletion. Die Anzahl der Wiederholungen wurden aber nur von einzelnen Laboratorien aus-
drücklich angegeben. Die Primer und die Anzahl der vom einzelnen Labor im Standard-
verfahren eingesetzten Primer ist folglich nur aus der Auswertung der Laborberichte der 
Probe ohne Deletion (KO 10.3 im EQAS 2000 und KO 10.14 im EQAS 2002) ersichtlich. 
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Über 60% der Laboratorien verwendeten initial zwei Primer pro AZF-Region zur Erkennung 
der Deletion (Abbildung 18, 19 und 20). 
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Abbildung 18: Anzahl der initial zur Erkennung der Deletion eingesetzten Primer in AZFa. 
Schwarz = Anzahl der verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2000; weiß = Anzahl der 
verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2002. 
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Abbildung 19: Anzahl der initial zur Erkennung der Deletion eingesetzten Primer in AZFb. 
Schwarz = Anzahl der verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2000; weiß = Anzahl der 
verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2002. 
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Abbildung 20: Anzahl der initial zur Erkennung der Deletion eingesetzten Primer in AZFc. 
Schwarz = Anzahl der verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2000; weiß = Anzahl der 
verwendeten Primer im EQAS-Versuch 2002. 
 
Die in den Leitlinien empfohlenen 2 Primer pro AZF-Region verwendeten 57,1% (32/56) der 
Laboratorien im Versuch 2000 und 56,1% (46/82) der Laboratorien im Versuch 2002. Von 
den 45 Laboratorien mit Teilnahme an beiden Versuchen waren es 27, die die „First choice of 
primer“ im Versuch 2000 einsetzten, und im Versuch 2002 waren es 29 Laboratorien.  
Nur eine geringe Anzahl an Teilnehmern setzte eine hohe Anzahl an Primern primär zur 
Deletionserkennung ein, so dass eine Tendenz zur Verwendung von 2 Primern pro 
AZF-Region erkennbar ist. Eine Entwicklung, den Empfehlungen der Leitlinien komplett zu 
folgen, zeichnete sich aber nur zögerlich ab. 
 
3.1.1.2 PCR-Format  
 
Im Versuch 2000 benutzten 5,3% (3/56) der Laboratorien ein kommerzielles Kit (Lab. 31, 24 
und 16) zur Deletionsdiagnostik. Im Versuch 2002 benutzten 6% (5/82) der Laboratorien das 
gleiche Kit (Promega Version 1.1). Alle erzielten ein fehlerhaftes Ergebnis. Das Format der 
multiplex PCR benutzten 67,9% (38/56) im EQAS 2000 und 72% (59/82) im EQAS 2002 
(Abbildung 21). Mit der Verwendung der multiplex PCR zum initialen Screening folgte die 
Mehrzahl der Laboratorien den Empfehlungen der Leitlinien.  
Bei Erkennen einer Deletion sollte das Ergebnis mit einer simplex PCR der negativ amplifi-
zierten Primer überprüft werden. Eine zusätzliche simplex PCR zur multiplex PCR ohne 
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Indikation durch die Erkennung einer Deletion setzten im EQAS-Versuch 2000 10,7% (6/56) 
und im EQAS-Versuch 2002 9,7% (8/82) der Laboratorien ein. Eine simplex PCR nach 
Erkennen der Deletion mit dem multiplex PCR- Format erfolgte zweifelsfrei durch kein Labor 
im Versuch 2000 und nur durch 2 Laboratorien (Lab. 38, 81) im Versuch 2002. Die Annahme 
dieser in den Leitlinien empfohlenen Vorgehensweise erfolgte somit von einem Teilnehmer 
mit der Erfahrung aus dem Versuch 2000 und einem neuen Teilnehmer im Versuch 2002. 
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Abbildung 21: Angaben zum PCR-Format, initial zur Deletionserkennung eingesetzt. 
Keine Angaben = Laboratorien benannten nicht das verwendete PCR-Format; 
simplex = Laboratorien amplifizierten die Primer mit simplex PCR; multiplex = Laboratorien 
amplifizierten die Primer mit multiplex PCR; simplex und multiplex = Laboratorien 
amplifizierten die Primer immer mit multiplex und simplex PCR; Schwarz = Teilnehmer am 
EQAS 2000; weiß = Teilnehmer am EQAS 2002. 
 
Die Umstellung der „Hauseigenen Methode“ in der Diagnostik Y-chromosomaler 
Mikrodeletionen entsprechend den Empfehlungen der Leitlinien zeigte einen schwachen 
Zuwachs in der Umsetzung. Von 39,3% (22/56) im Versuch 2000 stieg die Anzahl der Labo-
ratorien, die die empfohlenen 2 Primer pro AZF-Region in multiplex PCR amplifizierten, auf 
43,9% (36/82) im Versuch 2002. 
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3.1.1.3 Angaben zur Durchführung der PCR-Kontrolle 
 
Der Nachweis einer internen Kontrolle erfolgte von 51,8% (29/56) der Teilnehmer am EQAS 
2000. 30,4% (17/56) der Laboratorien gaben an, die interne Kontrolle entsprechend den 
„Laboratory Guidelines“ durchgeführt zu haben (Abbildung 22). Im EQAS 2002 erfolgte von 
60% (50/82) der Laboratorien die Angabe der Durchführung einer internen Kontrolle und 
40,2% (33/82) verwiesen dabei direkt auf die Leitlinien. 
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Abbildung 22: Angaben zur Durchführung der internen Kontrolle durch die Laboratorien. 
Leitlinien = Laboratorien, die die interne Kontrolle entsprechend den „Laboratory Guidelines“ 
durchführen; interne Kontrolle = Laboratorien, die die Durchführung einer Kontrolle 
angaben; keine Angaben = Laboratorien, die keine Durchführung einer internen Kontrolle 
dokumentierten. Schwarz = Teilnehmer am EQAS 2000; weiß = Teilnehmer am EQAS 2002. 
 
Bei den Laboratorien, die die Leitlinien nicht als Referenz für den Nachweis der internen 
Kontrolle nutzten, ergab sich kein einheitliches Bild für deren Durchführung. Wie im Allge-
meinen so ist auch bei den Laboratorien mit wiederholter Teilnahme eine prozentuale Steige-
rung in der Akzeptanz der Leitlinien erkennbar. Im EQAS 2000 bezogen sich 28,8% (13/45) 
der Laboratorien mit wiederholter Teilnahme und im EQAS 2002 42,2% (19/45) auf die in 
den Leitlinien angegebene interne Kontrolle. Mit dem Fehlen vollständiger und vergleichbarer 
Angaben zur Durchführung einer internen Kontrolle von mehr als 50% der Teilnehmer bleibt 
die interne Qualitätskontrolle weiterhin Schwerpunkt der Qualitätsentwicklung. 
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3.1.1.4 STS-Primer auf Yp  
 
Der Einsatz von STS-Primern auf Yp zur Spezifitätskontrolle zeigte von Versuchsreihe zu 
Versuchsreihe eine Tendenz, zwei Primer auf Yp einzusetzen (Tabelle 8). 
 
Tabelle 8: Anzahl der eingesetzten Primer auf Yp 
 EQAS 2000 EQAS 2002 
Primer auf Yp Laboranzahl in % Laboranzahl in % 
Keine Angaben 25 44,6 28 34,1 
Ein Primer 12 21,4 13 15,8 
Zwei Primer 19 33,9 40 48,7 
Drei Primer   0 0   1 1,2 
 
Von den 56 Teilnehmern im EQAS-Versuch 2000 setzten 18,7% (11/56) der Laboratorien den 
Primer SRY, und 17,8% der Laboratorien (10/56) die Primerkombination SRY und ZFY/ZFX 
ein. Von den 82 Laboratorien im EQAS 2002 setzten 14,6% (12/82) der Laboratorien den 
Primer SRY auf Yp ein. Davon benutzten 9,7% (8/82) der Laboratorien den Primer SRY als 
alleinigen Primer. Insgesamt 24,4% (20/82) der Laboratorien verwendeten die Primerkombi-
nation ZFY/ZFX und SRY (Abbildung 23 und 24). 
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Abbildung 23: Anzahl der Laboratorien, die die Primerkombination SRY, ZFY oder SRY, 
ZFY/ZFX im EQAS 2000 einsetzten. 
Die schwarze Säule kennzeichnet die Gesamtzahl der Laboratorien, die die benannte Primer-
kombination im EQAS 2000 einsetzten; der weiß-karierte Säuleanteil davon, die Laboratorien 
mit wiederholter Teilnahme. Wert in der Säulen = Teilnehmer in %. 
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Abbildung 24: Anzahl der Laboratorien, die die Primerkombination SRY, ZFY oder SRY, 
ZFY/ZFX im EQAS 2002 einsetzten. 
Die weiße Säule kennzeichnet die Gesamtzahl der Laboratorien, die die benannte Primer-
kombination im EQAS 2002 einsetzten; der weiß-karierte Säuleanteil davon, die Laboratorien 
mit wiederholter Teilnahme. Wert in der Säulen = Teilnehmer in %. 
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In beiden Versuchen nutzte über die Hälfte der Teilnehmer Primer auf Yp, aber bei der Wahl 
der Primer zeigte sich ein uneinheitliches und schwer vergleichbares Bild. In Bezug auf die 
variablen Angaben der Teilnehmer zur Durchführung der internen Kontrolle mit der Probe 
eines fertilen Mannes, einer fertilen Frau und der Wassser-Probe kann festgestellt werden, 
dass die alternativ zu den Vorschlägen der Leitlinien durchgeführten internen Kontrollen kein 
abgerundetes Konzept erkennen lassen. 
 
3.1.2 Richtigkeit der Ergebnisse 
 
Im EQAS 2000 wurden insgesamt 224 Diagnosen von 56 Laboratorien erstellt. Davon erhiel-
ten 17,86% (10/56) der Laboratorien 12 Fehldiagnosen (5,4%). Im EQAS 2002 wurden insge-
samt 410 Diagnosen erstellt und 18,29% (15/82) der Laboratorien erhielten 19 Fehldiagnosen 
(4,6%). Sechs der Laboratorien mit fehlerhaften Diagnosen in 2002 nahmen schon am EQAS 
2000 teil und drei von diesen 6 Laboratorien erhielten im zweiten EQAS-Versuch ebenfalls 
fehlerhafte Diagnosen. 
Die Bewertung der Laborergebnisse zeigte eine leichte Verbesserung von Versuch 2000 zu 
Versuch 2002. Diese Verbesserung erfolgte innerhalb der Proben mit den verschiedenen 
Deletionen nahezu gleichmäßig (Tabelle 9 und 10). 
 
Tabelle 9: Bewertung der Ergebnisse der Proben vom EQAS 2000 
Deletion Keine In AZFa In AZFb In AZFc 
Probe KO.10.3 KO.10.2 KO.10.4 KO.10.1 
Punkte Lab. in % Lab. in % Lab. in % Lab. in % 
2,0 54 96,4 49 87,5 49 87,5 53 94,6 
1,5   0   0   1   1,8   2   3,6   0   0 
1,0   0   0   2   3,6   1   1,8   2   3,6 
0,5   0   0   0   0   0   0   0   0 
0,0   2   3,6   4   7,1   4   7,1   1   1,8 
 
Lab. = Anzahl der Teilnehmer bei entsprechender Bewertung 
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Tabelle 10: Bewertung der Ergebnisse der Proben vom EQAS 2002 
Deletion  Keine In AZFa In AZFb In AZFc In AZFb/c 
Probe KO.10.14 KO.10.11 KO.10.15 KO.10.13 KO.10.12 
Punkte Lab.     in % Lab.     In % Lab.     in % Lab.     in % Lab.     in % 
2,0 80 97,6 74 90,2 76 92,7 79 96,3 73 89 
1,5   0   0   2   2,4   1   1,2   0   0   2   2,4 
1,0   0   0   1   1,2   1   1,2   1   1,2   4   4,9 
0,5   0   0   0   0   0   0   0   0   1   1,2 
0,0   2   2,4   5   6,1   4   4,9   2   2,4   2   2,4 
Lab. = Anzahl der Teilnehmer bei entsprechender Bewertung 
 
Die Proben ohne Deletion und die Proben mit der Deletion in AZFc werden in beiden Versu-
chen von den Laboratorien deutlich besser bestimmt, als die Proben mit der Deletion in AZFa 
und AZFb. In beiden Versuchen wurden die besten Ergebnisse bei der Probe ohne Deletion 
erzielt. Falsch positive Diagnosen wurden weniger häufig gestellt als falsch negative 
Diagnosen (Tabelle 11). 
 
Tabelle 11: Diagnosen in den AZF-Regionen 
Diagnose  richtig positiv falsch negativ richtig negativ falsch positiv 
 In 2000 2002 2000 2002 2000 2002 2000 2002 
AZFa 52 77 4 5 167 327 1 1 
AZFb 53 158 3 6 166 243 2 3 
AZFc 55 161 1 3 167 245 1 1 
Summe falscher Ergebnisse:  8 14 4 5 
 
Das bedeutet, dass die Spezifität des Tests höher liegt als dessen Sensitivität (Tabelle 12). Die 
Spezifität beschreibt das Verhältnis der richtig negativen Amplifikationen und falsch 
positiven Amplifikationen zueinander, d.h. die Häufigkeit, dass existierende Deletionen 
richtig diagnostiziert wurden. Die Sensitivität ergibt sich aus dem Verhältnis der richtig 
positiv bestimmten STS-Primern zu den falsch negativen Amplifikationen, d.h. es beschreibt 
die Wahrscheinlichkeit, vorhandene Deletionen zu erkennen.  
 3 Ergebnisse 66  
 
Tabelle 12: Spezifität und Sensitivität der Diagnostik von AZF-Deletionen 
 Spezifität in % Sensitivität in % 
 2000 2002 2000 2002 
AZFa 99,4 99,7 92,8 93,9 
AZFb 98,8 98,8 94,6 96,3 
AZFc 99,4 99,6 98,2 98,2 
Gesamt 99,2 99,4 95,2 96,1 
 
Die Sensitivität für AZFc ist am höchsten und innerhalb der beiden EQAS-Versuche gleich. 
Die Sensitivität für die Bereiche AZFa und AZFb konnte sich verbessern. Im EQAS-Versuch 
2000 wurden insgesamt 2208 STS-Primer amplifiziert, im Versuch 2002 wurden 
4295 STS-Primer amplifiziert. Wird die Sensitivität und Spezifität anhand der amplifizierten 
STS-Primer gemessen (Tabelle 13), ergibt sich eine Verschiebung der Werte für die 
Sensitivität und Spezifität durch die unterschiedlich hohe Anzahl der Primer und durch die 
Berücksichtigung falsch amplifizierter Primer, die in der Diagnoseformulierung durch betref-
fende Laboratorien unberücksichtigt blieben. 
 
Tabelle 13: Sensitivität und Spezifität gemessen an den amplifizierten STS-Primern 
 2000 2002 2000 2002 Sensitivität in %
Primer richtig positiv falsch negativ 2000 2002 
Gesamt 466 1237 27 67 94,52 94,86
In AZFa 107   175   6   9 94,69 95,10
In AZFb 153   496 18 27 89,47 94,83
In AZFc 202   540   2 28 99,01 95,07
 2000 2002 2000 2002 Spezifität in % 
Primer richtig negativ falsch positiv 2000 2002 
Gesamt 1693 2928 22 63 98,71 97,89
In AZFa   307   656   2   3 99,35 99,54
In AZFb   459   688   9   9 98,07 98,70
In AZFc   536   738   7 18 98,71 97,61
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Bei einer nahezu doppelten Anzahl eingesetzter Primer im EQAS 2002 im Vergleich zu 
EQAS 2000 kommt es zu keiner signifikanten Veränderung der Spezifität und Sensitivität in 
der Diagnostik. 
 
3.1.2.1 Proben ohne Deletion 
 
Die Ergebnisse des EQAS für die Genotypisierung bei der Probe ohne Deletion sind ein Aus-
druck der Spezifität des Tests (Tabelle 14) und konnten von Versuch zu Versuch nicht 
signifikant verbessert werden. 
 
Tabelle 14: Bewertung der Ergebnisse bei der Probe ohne Deletion 
 EQAS 2000-Laboratorien EQAS 2002-Laboratorien 
Bewertung Lab. in % Lab. Nr. Lab. in % Lab. Nr.
2,0 Punkte 54 96,4 80 97,6
1,5 Punkte 0 0,0 0 0,0
1,0 Punkte 0 0,0 0 0,0
0,0 Punkte 5 3,6 37, 38 2 2,4 58, 91
Lab. = Anzahl der Teilnehmer bei entsprechender Bewertung 
 
Im EQAS 2000 erhielten zwei Laboratorien (Lab. 37, 38) ein falsch positives Ergebnis, Labor 
37 in AZFa+b+c und Labor 38 in AZFb (Abbildung 25). Labor 37 amplifizierte die Probe 
ohne Deletion wie alle drei weiteren Proben falsch und wies damit auf einen methodischen 
Fehler in der Diagnostik hin, obwohl die Durchführung der internen Kontrolle mit der Probe 
eines fertilen Mannes, einer Frau und einer „Blank“ Probe erfolgte. Mittels simplex PCR 
wurden 5 Primer in AZF amplifiziert, davon 4 falsch positiv. Die Primer sY127 und sY255 
wurden von diesem Labor in allen Proben falsch bestimmt. Labor 38 hat die Proben KO 10.3 
und KO 10.4 miteinander vertauscht.  
Im EQAS 2002 erhielten ebenfalls 2 Laboratorien (Lab. 58, 91) ein falsches Ergebnis, davon 
Labor 58 ein falsch positives Ergebnis in AZFc. Im EQAS 2002 nutzte Labor 58 in der 
AZF-Region 18 STS-Primer und erhielt in allen Proben falsche Ergebnisse (Abbildung 26). 
Labor 91 dokumentierte sein richtiges Ergebnis falsch. 
Eine schlechte Strukturierung der Laborberichte gilt zusammenfassend für alle 4 Teilnehmer 
mit fehlerhaften Genotypisierungen bei der Probe ohne Deletion.  
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36 p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   - p p p   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   - p   -   -   - p p    -    -    -    -    -    - p    -    -     - p     - p    -   - p   -   - p   -   -   ---
37 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - a    -    -    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    - a    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p a   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - a a    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
38 p    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    - p p    -    -    - p p    - p a a   - a   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   -   - a   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   - p   -   -   ---
39    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
40    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
41    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   - p p   -   -   ---
42 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
43 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
44    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    - p   -   -   -   -   -   -   -   ---
45 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
46 p    -    -    - p    -    -    -    - p    -    -    -    - p    - p    -    -    - p    -   -   -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    - p p    -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   - p p   -   -   - p   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p p    -    -   -   -   -   - p   - p   ---
47 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
48 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
49 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
50 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
51 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    - p    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
52 p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   - p p   -   -   ---
53    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
54    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p p p    - p    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   - p   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p    -    - p   -   -   -   - p   -   -   ---
55 p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   ---
Abbildung 25: Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe ohne eine Deletion in der AZF -Region im EQAS 2000. Der farbig unterlegte 
Tabellenanteil markiert die Regionen  AZF a, AZF b und AZFc.Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, 
die zweite Zeile "ST" gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder. Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze Rechteck  
?   kennzeichnet eine positive Primeramplifikation, das weiße Rechteck  ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- 
gekennzeichnetes Feld sagt aus, dass dieser Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
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Abbildung 26: Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe  ohne Deletion in der AZF -Region im EQAS 2002. Der farbig unterlegte Tabellenanteil 
markiert die Regionen  AZF a, AZF b und AZF c.Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, die zweite Zeile "ST" gibt 
die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder. Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze Rechteck  ?   kennzeichnet eine positive 
Primeramplifikation, das weiße Rechteck  ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt aus, dass dieser 
Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
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3.1.2.2 Proben mit AZFa-Deletion 
 
Die Ergebnisse des EQAS für die Genotypisierung bei der Probe mit der Deletion in AZFa 
konnten sich von Versuch zu Versuch nicht signifikant verbessern (Tabelle 15). 
 
Tabelle 15: Bewertung der Ergebnisse bei der Probe mit einer Deletion in AZFa 
 EQAS 2000-Laboratorien EQAS 2002-Laboratorien 
Bewertung Lab. in % Lab. Nr. Lab. in % Lab. Nr.
2,0 Punkte 49 87,5 74 90,2
1,5 Punkte 0 0,0 2 2,4 44, 74
1,0 Punkte 2 3,5 32, 55 1 1,2 93
0,0 Punkte 5 8,9 16, 24, 29, 31, 37 5 6,0 16, 58, 72, 78, 86
Lab. = Anzahl der Teilnehmer bei entsprechender Bewertung 
 
Im EQAS 2000 erhielten vier Laboratorien (Lab. 29, 16, 24, 31) ein falsch negatives Ergebnis 
in AZFa (Abbildung 27). Ein Labor (Lab. 55) konnte durch seine schlechte Darstellung der 
Ergebnisse nicht in die Auswertung für AZFa einbezogen werden. Weiterhin erhielt Labor 32 
ein teilweise falsch negatives Ergebnis in AZFa (sY84 falsch bestimmt). Labor 29 erhielt ein 
falsch negatives Ergebnis in AZFa und zusätzlich in AZFc ein falsch positives Ergebnis durch 
falsche Amplifikationsergebnisse der Primer sY254 und sY255. Dieses Labor dokumentierte 
nicht seine methodische Vorgehensweise. Labor 37 amplifizierte auch bei dieser Probe ver-
kehrt. Die Laboratorien 16, 24 und 31 verwendeten ein kommerzielles Kit (Promega 
Version 1.1) zur Deletionsdiagnostik. 
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Im EQAS 2002 erhielten 5 Laboratorien (Lab. 58, 16, 72, 78, 86) ein falsch negatives Ergeb-
nis in der AZFa-Region (Abbildung 28). Labor 58 diagnostizierte in AZFa ein falsch negati-
ves und in AZFb und AZFc ein falsch positives Ergebnis. Die Fehlerursache lagt in der Sorg-
fältigkeit der Dokumentation, da die Ergebnisse der Genotypisierung zwischen den Proben 
offensichtlich vertauscht wurden. Die weiteren 4 Laboratorien 16, 72, 78, 86 mit 0 Punkten 
Bewertung verwendeten ein kommerzielles Kit (Promega Version 1.1). Labor 93 amplifiziert 
sY127 in AZFb als einen von 2 Primern (sY127, sY134) falsch und protokollierte trotz der 
positiven Amplifikation von sY134 eine Deletion in AZFb und gab so infolge fehlerhafter 
Dokumentation ein falsch positives Ergebnis an. Angaben zur internen Kontrolle erfolgten 
von diesem Labor ebenfalls nicht. Sechs Laboratorien (Laboratorien 21, 22, 25, 73, 85, 87) 
amplifizierten den STS-Primer sY83 falsch negativ. Von diesen Laboratorien verwendete 
Labor 21 weitere 7 Primer und die Laboratorien 22, 25, 73, 85, 87 weitere 3 Primer und 
amplifizierten diese richtig negativ. Labor 64 machte widersprüchliche Angaben über die 
Amplifikation von sY83. Ein Kommentar der positiven Amplifikation von sY83 bzw. zur 
Wahl der STS-Primer blieb aus.  
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Abbildung 27: Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe mit einer Deletion in der AZF a Region im EQAS 2000. Der farbig unterlegte 
Tabellenanteil markiert die Regionen AZF a, AZF b und AZF c. Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, 
die zweite Zeile "ST" gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder.  Das schwarze Rechteck     kennzeichnet eine positive 
Primeramplifikation, das weiße Rechteck  eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt aus, 
dass dieser Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
 73
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
L
a
b
.
 
N
r
.
s
Y
1
4
 
(
S
R
Y
)
s
Y
2
7
4
s
Y
1
6
s
Y
1
7
s
Y
1
8
Z
F
X
/
Z
F
Y
s
Y
7
0
s
Y
7
2
s
Y
2
7
6
s
Y
7
8
s
Y
8
1
s
Y
8
2
A
Z
F
a
-
p
r
o
x
1
A
Z
F
a
-
p
r
o
x
2
s
Y
8
3
s
Y
8
6
s
Y
8
5
s
Y
8
4
D
F
F
R
Y
U
S
P
9
Y
Y
6
H
P
3
5
p
r
s
Y
8
7
G
Y
6
D
B
Y
1
A
Z
F
a
-
d
i
s
t
1
A
Z
F
a
d
-
d
i
s
t
2
s
Y
8
8
s
Y
8
9
s
Y
1
6
5
s
Y
1
8
2
 
(
K
A
L
-
1
)
s
Y
1
5
1
 
(
K
A
L
-
1
)
s
Y
9
4
s
Y
9
5
s
Y
9
7
s
Y
9
8
s
Y
1
0
0
s
Y
1
0
3
s
Y
1
0
4
s
Y
1
0
2
s
Y
1
0
5
s
Y
1
0
8
s
Y
1
0
9
Y
6
D
1
4
P
R
Y
6
B
a
H
3
4
P
R
s
Y
1
1
3
s
Y
1
1
7
s
Y
1
1
9
s
Y
1
1
4
s
Y
1
2
1
s
Y
1
2
2
s
Y
P
R
3
e
I
F
1
A
Y
s
Y
1
2
4
Y
6
P
H
c
5
4
p
r
s
Y
1
2
5
s
Y
1
2
7
s
Y
1
2
8
s
Y
1
3
1
s
Y
1
3
0
s
Y
1
2
9
s
Y
1
3
2
s
Y
1
3
3
s
Y
1
3
5
s
Y
1
3
6
s
Y
1
3
4
s
Y
2
0
7
s
Y
1
4
2
s
Y
1
4
1
s
Y
1
4
3
R
B
M
 
1
(
Y
R
R
M
1
)
R
B
M
2
Y
6
B
S
6
5
/
d
r
p
s
Y
1
4
4
s
Y
1
4
5
s
Y
1
5
3
s
Y
1
5
5
 
(
D
A
Z
)
s
Y
1
5
2
 
(
D
A
Z
)
F
r
1
5
-
I
i
p
r
Y
6
H
P
5
2
P
R
B
P
Y
2
s
Y
6
4
2
s
Y
1
4
7
 
(
D
A
Z
)
s
Y
2
4
0
s
Y
2
4
2
 
(
D
A
Z
)
s
Y
1
4
8
 
(
D
A
Z
)
s
Y
1
4
6
s
Y
2
3
9
s
Y
1
5
6
s
Y
1
4
9
 
(
D
A
Z
)
D
A
Z
-
R
R
M
3
Y
-
D
A
Z
3
s
Y
1
5
4
s
Y
2
0
8
 
(
D
A
Z
)
s
Y
2
5
4
 
(
D
A
Z
)
s
Y
2
5
5
 
(
D
A
Z
)
D
A
Z
1
s
Y
2
7
7
 
(
D
A
Z
)
s
Y
2
8
3
 
(
D
A
Z
)
S
P
G
Y
(
D
A
Z
)
s
Y
2
4
3
C
D
Y
1
s
Y
1
5
7
s
Y
1
5
8
s
Y
1
6
7
s
Y
1
6
0
 
(
D
Y
Z
1
)
s
Y
1
5
9
ST p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p p a a a    - a    -    - a    - a    - a p p    -    - p p p p p    -    -    -    - p p    - p p p   - p   -   -   -   -   -   -   - p   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   - p p   - p   -   - p   -   - p p   -   - p   -    -    -    -    -    - p p p    -    - p    -    -    -    -    -    -   - p   -   -   -    ---   
1 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a a    --    --    -- a    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p p   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---p p   ---   ---   ---   ---
2 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
4    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
5 p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p p    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   -- p    --    -- p p p p p    --    --    --    -- p p    -- p p p   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   --   -- p   --   --   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   -- p   --   -- p p   --   -- p   --    --    --    --    --    ---p    ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p p   ---   ---   ---
6    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
7 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
8 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
10 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
12    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    -- a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---
13    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
14    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
15    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
16    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   -- p   -- p   -- p   --   -- p p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   -- p   --   --   --   --   --   -- p   --   -- p   --    --    --    --    -- p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   --- 18
18 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
19 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
20 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
21 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p    --    -- p a a a a    --    -- a a a   --   --    -- p p    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   -- p p p   --   --   --   --   -- p   --   --   --   -- p   --    --    --    -- p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---p    ---   ---   ---p p   ---   ---   ---
22 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p    --    -- p a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   -- p    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
23    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
24 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
25 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p    --    -- p a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
26 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
27 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    --    --    --    --    -- a   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---
28    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
29    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
30    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   -- p   --   --   -- p p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---
31    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --  p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   -- p   -- p   -- p   --   -- p p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --    -- p    --    --    ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---   ---   ---
33    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
35 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
37 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    --    --    --    --    --    --    -- p   --   --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
38 p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    -- p p    --    --    --    --    -- p    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---p    ---   ---   ---   ---p p    ---p    ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---
39    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
40    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
41    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p   ---p   ---
43 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
44    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
45 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
46 p    --    --    --    -- p    --    --    --    -- p    --    --    --    -- a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---p   ---
47 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
48 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
49 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
52 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p    --    --    -- a    -- a    -- a    --    --    -- a   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p   ---   ---   --- 
53 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
54 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a a    -- a    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---
56    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
57    --    -- p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
58 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    -- p    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   -- a   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- a   --   --   --   --   --   --   -- a a   --   -- a   -- a a a   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---a a    ---a    ---a a   ---   ---a   ---a   ---
59 p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    -- p a    -- a    -- a    --    -- a    --    --    -- a p p    --    -- p p p p p    --    --    --    -- p p    -- p p p   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   -- p   --   -- p p   --   -- p   --    --    --    --    --    ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---
60    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
61 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
62    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
63    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
64    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    -- a a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p   ---   ---   ---
65 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- a    --    --    -- a    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   -- p   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---
66 p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p p    --    --    -- a    -- a    --    -- a    --    --    --   --   -- p    --    -- p p p p p    --    --    --    -- p p    --   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p p   --   --   -- p p   --   -- p   --    --    --    --    --    ---p    ---   ---   ---   ---p p    ---p p    ---   ---   ---p p   ---p p
67    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---
68 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
69 p    --    --    --    -- p    --    --    --    -- p    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   -- p   --   -- p p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   -- p   --   --   --   --   --   -- p    --    -- p    ---   ---   ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---
70 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
71 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
72    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   -- p   --   -- p p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   -- p   --   --   --   --   --   -- p    --    -- p    ---   ---   ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---
73 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p    --    -- p a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
74 p p    --    --    --    --    --    -- p    --    -- p    --    --    --    --    --    -- a    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   -- p   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---
75 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
76 p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a a    -- a    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
77    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a a    --    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---
78    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   -- p   --   -- p p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   -- p    --    -- p    ---   ---   ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---
79 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
80 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
81 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
82    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
83    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   -- p   --   --   -- p   -- p   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p    ---p    ---p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
84 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
85 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p    --    -- p a    -- a    --    --    -- a    --    --   --  --- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   -- p   -- p   -- p   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p   ---   ---   ---
86    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   -- p   --   -- p p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   -- p   --   --   --   --   --   -- p    --    -- p    ---   ---   ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---
87 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    -- p    --    -- p a    -- a    --    --    -- a    --    --   --   -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   -- p   -- p   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p   ---p   ---
88 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
89    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
90    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
91 p    --    --    --    -- p    --    --    --    -- p    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   -- p   -- p   -- p   --   -- p p   -- p   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p p   -- p   --   --   --   --   --   -- p    --    -- p    ---   ---   ---   ---   ---p p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---p   ---   ---   ---   ---
92 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
93 p    --    --    --    -- p    --    --    --    --    --    --    --    --    -- a    -- a    --    --    --    --    --    --   --   --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --    --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   -- a   --   --   --   --   --   --   --   -- p   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --   --    --    --    --    --    ---   ---   ---   ---   ---   ---p p    ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---   ---
Abbildung 28: Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe mit einer Deletion in der AZF a-Region im EQAS 2002. Der farbig unterlegte 
Tabellenanteil markiert die Regionen AZF a, AZF b und AZF c.Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, die zweite 
Zeile "ST" gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder. Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze Rechteck  ?   kennzeichnet eine 
positive Primeramplifikation, das weiße Rechteck ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt aus, dass 
dieser Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
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Von Versuch zu Versuch sank die Anzahl derer, die nur einen Primer in AZFa einsetzten und 
es stieg die Anzahl der Laboratorien, die 3 und 4 Primer in AZFa einsetzten (Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Anzahl der eingesetzten STS-Primer in der AZFa-Region. 
Schwarz = Laboratorien im EQAS-Versuch 2000; weiß = Laboratorien im EQAS-Versuch 
2002. 
 
Die in den „Laboratory Guidelines“ für die AZFa-Region empfohlenen Primer sY84 und 
sY86 sind die am häufigsten verwendeten Primer. Im EQAS 2000 setzten 64,3% (36/56) der 
Laboratorien und im EQAS 2002 64,6% (53/82) nur diese beiden Primer ein. Labor 59 
erkannte als einziges Labor im EQAS 2002 konsequent, unter Anwendung der Primer nach 
Kamp et al. (2000; 2001), die komplette Deletion von AZFa. Die häufige fehlerhafte Amplifi-
kation des STS-Primer sY83 neben der Anwendung weiterer 3 bis 7 STS-Primer wurde von 
den betreffenden Laboratorien nicht weiter dokumentiert.  
Die Ergebnisse bei der Probe mit der Deletion in AZFa bestätigten die Sensitivität der in den 
„Laboratory Guidelines“ empfohlenen Primer, die eine hohe Akzeptanz bei den Teilnehmern 
erfuhren. Die Deletionsdiagnostik in AZFa zeigte neben der höchsten Spezifität die geringste 
Sensitivität. Drei von vier falsch negativen Diagnosen im EQAS 2000 und vier von fünf 
falsch negativen Resultaten im EQAS 2002 kamen durch den Einsatz eines kommerziellen 
Kits (Promega Version 1.1) zustande, das ohne signifikante Primer in AZFa und mit seiner 
Unterteilung in 4 AZF-Regionen diagnostisch insuffizient arbeitete. Von den drei 
Laboratorien (Lab. 16, 24, 31), die im EQAS 2000 das Promega-Kit benutzten und ebenfalls 
am EQAS 2002 teilnahmen, behielt in diesem Versuch Labor 16 die Anwendung des 
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kommerziellen Kits bei und erhielt wiederholt ein falsches Ergebnis bei der Probe mit der 
Deletion in AZFa. Das Labor 31 setzte 2002 in AZFa die beiden in den Leitlinien 
empfohlenen Primer sY84 und sY86 ein und behielt in AZFb und AZFc die Primerart und 
Anzahl von insgesamt 19 Primern bei. Labor 24 erreichte korrekte Ergebnisse im Versuch 
2002, wobei es den Empfehlungen der „Laboratory Guidelines“ folgte, und das Promega-Kit 
durch die in den Leitlinien empfohlenen Primer ersetzte. 
 
3.1.2.3 Proben mit AZFb-Deletion 
 
Die Ergebnisse des EQAS für die Genotypisierung bei der Probe mit der Deletion in AZFb 
konnten sich von Versuch zu Versuch nicht signifikant verbessern (Tabelle 16). 
 
Tabelle 16: Bewertung der Ergebnisse bei der Probe mit Deletion in AZFb 
 
 EQAS 2000-Laboratorien EQAS 2002-Laboratorien 
Bewertung Lab. in % Lab. Nr. Lab. in % Lab. Nr.
2 Punkte 49 87,50 76 92,20 
1,5 Punkte 2 3,50 41, 35 1 1,70 85
1 Punkt 1 1,70 4 1 1,70 67
0 Punkte 4 7,10 32, 37, 38, 55 4 5,30 27, 58, 71, 91
Lab. = Anzahl der Teilnehmer bei entsprechender Bewertung 
 
Im EQAS 2000 erhielten drei Laboratorien (Lab. 32, 37, 38) falsch negative Ergebnisse in 
AZFb. Labor 55 konnte in Folge seiner unübersichtlichen Protokollierung nicht ausgewertet 
werden. Ein falsch positives Ergebnis in der AZFa- und der AZFc-Region erhielt Labor 37, 
das alle Proben im Versuch 2000 falsch bestimmte. Das Labor setzte nur einen STS-Primer in 
AZFa ein (sY86), und amplifizierte diesen Primer falsch. Labor 38, mit falschem Ergebnis, 
verwechselte die Proben KO 10.3 und KO 10.4. Labor 32 gab in seinem Bericht an, die 
Diagnostik entsprechend den Leitlinien durchgeführt zu haben. Dieses Labor verfasste einen 
alle Proben zusammenfassenden, interpretationslosen Laborbericht. Weitere 9 Laboratorien 
(Lab. 1, 4, 17, 24, 31, 34, 35, 41, 46) amplifizierten in AZFb einen STS-Primer falsch positiv 
(Abbildung 30). 
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Abbildung 31: Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe mit einer Deletion in der AZF b-Region im EQAS 2002. Der farbig unterlegte 
Tabellenanteil markiert die Regionen AZF a, AZF b und AZF c.Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, die zweite 
Zeile "ST" gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder. Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze Rechteck  ?   kennzeichnet eine 
positive Primeramplifikation, das weiße Rechteck ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt aus, dass 
dieser Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
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Im EQAS 2002 wurden drei falsch negative Resultate in AZFb erzielt (Lab. 27, 58, 71). Labor 
58 mit falsch negativem Ergebnis in AZFb und einem falsch positiven Ergebnis in AZFa 
vertauschte seine Proben. Die beiden Laboratorien 27 und 71 mit falsch negativem Ergebnis 
setzten auf Yp die Primerkombination ZFY, SRY ein und machten aber keine weiteren 
Aussagen zur Durchführung einer internen Kontrolle. Auch im EQAS 2002 ist bei dieser 
Probe die hohe Anzahl falsch positiv amplifizierter einzelner Primer bei richtiger Diagnose-
stellung auffallend (Abbildung 31). 
Die AZFb-Region weist die geringste Spezifität mit 98,8% im EQAS 2000 und ebenfalls mit 
98,8% im EQAS 2002 auf. In der AZFb-Region wurde in beiden EQAS-Versuchen insgesamt 
33mal fehlerhaft amplifiziert, aber nur 9 falsch negative Diagnosen wurden in den Laborbe-
richten angegeben. 75,8% dieser 33 fehlerhaften Ergebnisse fallen auf Laboratorien, die mehr 
als 2 Primer in der AZFb-Region einsetzten. Im EQAS 2000 setzten 35,7% (20/56) der Teil-
nehmer mehr als zwei und bis zu 7 Primer, und im EQAS 2002 39% (32/82) der Teilnehmer 
bis zu 8 Primer zur Erkennung einer Deletion in AZFb ein (Abbildung 32). Dagegen verwen-
deten 53,6% (30/56) der Teilnehmer im EQAS 2000 und 54,9% (45/82) der Teilnehmer im 
EQAS 2002 nur die in den Leitlinien empfohlenen beiden Primer sY127 und sY134. 
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Abbildung 32: Anzahl der eingesetzten STS-Primer in der AZFb-Region bei vorhandener 
Deletion. 
Schwarz = Laboratorien im EQAS-Versuch 2000; weiß = Laboratorien im EQAS-Versuch 
2002. 
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Die Hälfte der Laboratorien mit fehlerhaften Amplifikationen in AZFb sowie alle 
Laboratorien mit falsch positiven Resultaten dokumentierten keine Durchführung einer 
internen Kontrolle und von diesen setzte nur Labor 1 im EQAS 2000 beide PCR-Formate ein. 
3.1.2.4 Proben mit AZFc-Deletion 
 
Die Ergebnisse des EQAS für die Genotypisierung bei der Probe mit der Deletion in AZFc 
konnten sich von Versuch zu Versuch nicht signifikant verbessern (Tabelle 17). 
 
Tabelle 17: Bewertung der Ergebnisse bei der Probe mit Deletion in AZFc 
 EQAS 2000-Laboratorien EQAS 2002-Laboratorien 
Bewertung Lab. in % Lab. Nr. Lab. in % Lab. Nr.
2 Punkte 53 94,6 79 96,3 
1,5 Punkte 0 0,0 0 0,0 
1 Punkt 2 3,5 55, 13 2 2,4 37, 91
0 Punkte 1 1,7 37 1 1,2 58
Lab. = Anzahl der Teilnehmer bei entsprechender Bewertung 
 
Im EQAS 2000 traten folgende Fehler bei der Bestimmung der Probe mit der Deletion in 
AZFc auf: ein falsch negatives Resultat in AZFc (Lab. 37) und 2 falsch positive Resultate in 
AZFb (Lab. 37, 13) und ein nicht auswertbares Ergebnis in Folge der Gestaltung des Labor-
berichts von Labor 55 (Abbildung 33). 
Im EQAS 2002 traten zwei falsch negative Resultate in AZFc (Lab. 91, 58), ein falsch 
positives Resultat in AZFb (Lab. 58) und ein teilweise falsches Ergebnis in AZFc durch Labor 
37 auf. Die insgesamt vier falsch negativen Ergebnisse fallen auf drei Laboratorien (Lab. 37, 
58, 91). Labor 91 verwendete ein kommerzielles Kit (Promega Version 1.1) mit der 
Unterteilung in vier AZF-Regionen und 6 Primern in AZFc und amplifizierte diese falsch 
positiv. Das zweite Labor mit falschem Ergebnis (Lab. 58) verwendete 9 Primer in AZFc 
(Abbildung 34). Die unübersichtliche Gestaltung des Laborberichts führte zur Verwech-
selung der Daten der jeweiligen Proben und zog damit falsche Ergebnisse in der Genotypisie-
rung nach sich. Wie bei Labor 58 führten die Laborberichte der Laboratorien 55 und 91 zu 
falschen Genotypisierungsergebnissen. Zusammenfassend zeigen sich somit keine 
allgemeinen Schwierigkeiten in der Erkennung einer Deletion in AZFc, was zu sehr guten 
Bewertungen der Spezifität und Sensitivität für die Bestimmung der Deletion in AZFc führte. 
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26    - p    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
27 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    -    - p   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   - p   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   - a   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a    -    -    -    -    -    -    -    - a    -    -    ---   ---
28    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
29    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
30    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    - p    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   - p   -   -   - p p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    - a    -    -    -    -    -    -    - a    -    -    ---   ---
31    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   - p   - p   - p   -   - p p   - p   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p a   - a   -   -   -   -   -   - a   -   - a   -   -    -    -    - a a a    -    -    -    -    -    - a    -    -    -    ---   ---
32 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
33    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   -   -   -   -   -   -    -    -    - a a a    -    -    -    - a    -    - a    -    -    ---   ---
34 p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   - a   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    - a    -    -    ---   ---
35 p    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   - p p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    - a a     -    -    -    -    -    -    ---   ---
36 p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   - p p p   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   - a   -   -   - a a   -   -   -   -   -   - a    -    -    -    - a     - a    -    - a    -    - a    -    -    ---   ---
37 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    - a    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p a   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - p p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
38 p    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    - p p    -    -    - p p    - p p p    - p   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    - a    -    -    ---   ---
39    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
40    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
41    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    - p    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   - p   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   - p   -   -   -   -   -   - a   -   -   -   - a   -   -   -   -   -   -   -    -    - a    - a a    -    -    -    -    -    - a a    - a    ---   ---
42 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   - a   -    -    -    -    - a a    - a    -    -    -    - a a    -    -    ---   ---
43 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   - a   -    -    -    -    - a a    - a    -    -    -    - a a    -    -    ---   ---
44    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    -    - a    -    - a    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
45 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -      -    -    ---   ---
46 p    -    -    - p    -    -    -    - p    -    -    -    - p    - p    -    -    - p    -    -   -   -   -    -    -    -    -    - p    -    -    - p p    -    -    -    -   -   -   - p   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   - p p   -   -   - p   -   -   -   - a   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a a    -    -    -    -    -    - a    - p    ---   ---
47 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -      -    -    ---   ---
48 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -      -    -    ---   ---
49 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -      -    -    ---   ---
50 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -      -    -    ---   ---
51 p    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a    -    - a    -    -    -    -    -    -    -    -    ---   ---
52 p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - a   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    - a a    -    -    ---   ---
53    -    -    -    - p    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -      -    -    ---   ---
54    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p p p p    - p    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   - p   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    - a a    -    -    -    - a    -    -    ---   ---
55 p    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -    -    -    ---   ---
56    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    - p    - p    -    -    -    -    -    -   -   -   -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   - p   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -   -    -    -    -    - a a    -    -    -    -    -    -      -    -    ---
   Abbildung 33: Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe mit einer Deletion in der AZF c Region im EQAS 2000. Der farbig unterlegte 
Tabellenanteil markiert die Regionen AZF a, AZF b und AZF c. Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, 
die zweite Zeile "ST" gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder.  Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze 
Rechteck  ?   kennzeichnet eine positive Primeramplifikation, das weiße Rechteck ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein 
mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt aus, dass dieser Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
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Abbildung 34: Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe mit einer Deletion in der AZF c-Region im EQAS 2002. Der farbig unterlegte 
Tabellenanteil markiert die Regionen AZF a, AZF b und AZF c.Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, die zweite 
Zeile "ST" gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder. Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze Rechteck  ?   kennzeichnet eine 
positive Primeramplifikation, das weiße Rechteck ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt aus, dass 
dieser Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
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Mit der wachsenden Akzeptanz der Empfehlungen der „Laboratory Guidelines“ wird eine 
schwache Tendenz erkennbar, die Anzahl der verwendeten Primer zu verringern. So wurden 
in dieser AZF-Region im Versuch 2000 von 32,1% (18/56) und im EQAS-Versuch 2002 von 
28% (23/82) der Teilnehmer mehr als 4 STS-Primer eingesetzt. Dagegen wurden die in den 
Leitlinien empfohlenen Primer sY254 und sY255 von 57,1% (32/56) der Teilnehmer im 
EQAS 2000 und von 58,5% (48/82) im EQAS 2002 initial zur Deletionserkennung eingesetzt 
(Abbildung 35). 
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Abbildung 35: Anzahl der eingesetzten STS-Primer in der AZFc-Region bei vorhandener 
Deletion. 
Schwarz = Laboratorien im EQAS-Versuch 2000; weiß = Laboratorien im EQAS-Versuch 
2002. 
 
Die in der „second choice“ empfohlenen Primer wurden im EQAS-Versuch 2000 von 10,7% 
(6/56) Laboratorien benutzt. Im EQAS-Versuch 2002 benutzten von 18,3% (15/82) der Labo-
ratorien die Primer der Leitlinien zur Bestimmung der Ausdehnung der Deletion in AZFc. 
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3.1.2.5 Proben mit AZFb+c Deletion 
 
Tabelle 18: Zusammenstellung der Laboratorien mit fehlerhaften Resultaten in AZFb,  
 AZFc und AZFb/c im EQAS 2002 
 
 AZFb AZFc AZFb/AZFc 
Bewertung Lab. Lab. Nr. Lab. Lab. Nr. Lab. Lab. Nr.
2 Punkte 76 79 74  
1,5 Punkte   1 85   0   2 81, 85
1 Punkt   1 67   2 91, 37   5 44, 30, 31, 67, 71
0 Punkte   4 27, 91, 58, 71   1 58   1 58
 
Kursiv gekennzeichnet sind die Laboratorien mit Fehlern bei der Probe mit der AZFb+c 
Deletion, die sich bei den Proben mit der Deletion in AZFb oder AZFc wiederholten, Lab. = 
Anzahl der Teilnehmer bei entsprechender Bewertung. 
 
Die Fehler, die bei dieser Probe auftraten, lassen sich in Wiederholungsfehler und neu auftre-
tende Fehler unterscheiden (Tabelle 18). Zu den Wiederholungsfehlern gehörte das falsch 
negative Ergebnis von Labor 58 in AZFb und AZFc, das seine Fehlerursache in der Ver-
wechslung der Proben hat. Labor 71 und Labor 67 erhielten ein falsch negatives Resultat in 
AZFb, wie bei der Probe mit der Deletion in AZFb. Beide Laboratorien machten keine Anga-
ben zur Durchführung einer PCR mit der DNA eines nachweislich fertilen Mannes, einer 
weiblichen DNA und einer „Blank“ Probe. Labor 71 gab die Primer SRY und ZFY für Yp an. 
Die Laboratorien 81, 30 und 44 amplifizierten einzelne Primer falsch. Labor 44 amplifizierte 
den einzigen in AZFa eingesetzten Primer sY87 falsch negativ, Labor 30 den Primer sY133 
als einen von 7 Primern in AZFb falsch positiv und Labor 81 den Primer sY255 als einen von 
zwei STS-Primern in AZFc falsch positiv.  
Die Ergebnisse bei der Bestimmung dieser Probe ähnelten denen der Probe mit der Deletion 
in AZFb, einzelne Primer wurden falsch bestimmt. Dazu kommt, dass sich diese einzelnen, 
falsch bestimmten Primer zwischen zwei deletierten Bereichen AZFb und AZFc befinden, wie 
bei den Laboratorien 31, 59, 83 und 86, die ein solches Ergebnis auffällig und unwahr-
scheinlich erscheinen lassen (Abbildung 36). 
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Abbildung 36:
 
Amplifikationsergebnisse der eingesetzten Primer bei der Probe mit einer Deletion in der AZFb+c-Region im EQAS 2002. Der farbig unterlegte 
Tabellenanteil markiert die Regionen AZF a, AZFb und AZF c.Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, die zweite 
Zeile "ST" gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder. Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze Rechteck  ?   kennzeichnet 
eine positive Primeramplifikation, das weiße Rechteck ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt 
aus, dass dieser Primer  von dem entsprechenden Labor nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde. 
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3.1.3 Vergleich der Laboratorien 
 
Von den Laboratorien nahmen 45 an den Versuchen 2000 und 2002 teil, von denen sich drei 
Laboratorien verschlechterten und 10 Laboratorien verbesserten (Abbildung 37). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 37: Entwicklung der Ergebnisse in der Genotypisierung bei 45 Laboratorien mit 
wiederholter Teilnahme. 
∆ score drückt die Differenz der Bewertung der Genotypisierung vom Versuch 2000 zu 
Versuch 2002 aus, Lab. = Anzahl der Laboratorien. 
 
Von den drei Laboratorien (Lab. 27, 30, 44) mit schlechterem Ergebnis im EQAS 2002 hatten 
die Laboratorien 27 und 30 Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Deletion in AZFb. Labor 
30 beschrieb ein unsicheres Ergebnis und Labor 27 ein falsch negatives Ergebnis in AZFb 
(Abbildung 38). Die Laboratorien setzten 3 bzw. 4 STS-Primer in AZFb ein und verschlech-
terten im Laborbericht die Darstellung der internen Kontrolle von Versuch zu Versuch. Labor 
44 erreichte ein falsch positives Ergebnis in AZFa und amplifizierte den Primer sY255 der 
AZFc-Region falsch negativ. In AZFa setzte das Labor im ersten EQAS-Versuch zwei 
STS-Primer und im zweiten Versuch nur einen STS-Primer ein. Auch bei diesem Labor 
verschlechterte sich die Darstellung der internen Kontrolle im Laborbericht. Bei den drei 
Laboratorien zeigte sich, dass mit einem Qualitätsverlust in der Gestaltung der Laborberichte 
ein Qualitätsverlust in der Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen einhergeht. 
Zu den Laboratorien mit verbessertem Ergebnis in der Genotypisierung gehört Labor 37, das 
im Versuch 2000 keine Deletion richtig bestimmte. Es erhielt im Versuch 2002 bei der Probe 
mit der Deletion in AZFc eine falsch positive Amplifikation von sY255. Im Versuch 2002 
setzte dieses Labor in der AZFa-Region nicht mehr einen Primer (sY86) sondern 2 Primer 
(sY86, DBY1) ein, in AZFb 3 (sY117, sY125, sY127) statt 2 Primer.  
-2
-1
1
2
Lab. (n=45)
Δ s
co
re
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Abbildung 38:  Vergleich der Amplifikationsergebnisse der Laboratorien mit Teilnahme an beiden EQA Versuchen  2000 und 2002 bei der Probe mit Deletion in AZF b Region. Der farbig 
unterlegte Tabellenanteil markiert die Regionen AZF a, AZF b und AZF c. Die erste Zeile lokalisiert die STS Primer in ihrer Anordnung von Yp bis Yq, die zweite Zeile "ST" 
gibt die Referenz-Genotypisierung der Probe wieder. Die erste Spalte gibt die Labornummer an. Das schwarze Rechteck  ?   kennzeichnet eine positive Primeramplifikation, 
das weiße Rechteck ? eine  negative Amplifikation des eingesetzten Primer, ein mit  --- gekennzeichnetes Feld sagt aus, dass dieser Primer  von dem entsprechenden Labor 
nicht zur Diagnostik eingesetzt wurde.  
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Labor 37 setzte zur Erkennung der Deletion im EQAS-Versuch 2002 beide PCR-Formate ein 
und erreichte mit der verbesserten diagnostischen Methode auch ein besseres Ergebnis. Labor 
38 reduzierte seine Primeranzahl von insgesamt 12 STS-Primer zur Deletionserkennung in der 
AZF-Region auf 9 STS-Primer im EQAS 2002. In AZFb, der Region mit falsch positivem 
Ergebnis im EQAS 2000, wurde von diesem Labor im Versuch 2002 nur noch der Primer 
sY143 eingesetzt, im EQAS 2000 waren es 6 STS-Primer in dieser Region. Eine Erklärung zu 
dieser Umstellung in der Wahl der Primer wurde vom Labor nicht angeführt. Das Labor gab 
im EQAS 2002 im Gegensatz zu der Versuchsreihe 2000 die Durchführung einer internen 
Kontrolle an. Labor 13 setzte in Versuch 2002 die Primer der „Laboratory Guidelines for 
Y-chromosomal microdeletions“ ein und erreichte damit ein völlig korrektes Ergebnis. Im 
EQAS 2000 erhielt das Labor ein falsch positives Resultat in AZFb bei Einsatz eines Primers 
in diesem Bereich (sY131). Die interne Kontrolle und die Primer auf Yp wurden im 
Laborbericht nicht aufgeführt. Die Laboratorien 4, 40, und 35 amplifizierten im EQAS 2000 
einzelne Primer falsch, erhielten im EQAS 2002 jedoch fehlerfreie Resultate. Labor 35 
veränderte sein PCRProtokoll nach der Teilnahme am EQAS 2000 entsprechend den 
Empfehlungen der Leitlinien und erzielte so wie Labor 4, 13 und 40 fehlerfreie Resultate im 
EQAS 2002. Damit gehört Labor 35 zu den zwei Laboratorien, die bei der wiederholten 
Teilnahme am EQAS ihre „hauseigene“ Methode absetzten und die Empfehlungen der 
Leitlinien komplett umsetzten. Das zweite Labor, Labor 24, gehört zu den drei Teilnehmern, 
die im EQAS ein kommerzielles Kit verwendeten und falsch negative Ergebnisse in AZFa 
erhielten. 
Deutlich erkennbar ist, dass mit zunehmender Angabe durchgeführter interner Kontrollen und 
der Umstellung der Primeranzahl auf wenige, aber ausgewählter Primer, die Ergebnisse der 
Genotypisierung verbessert werden konnten. Die falschen Ergebnisse werden von nur 
wenigen Laboratorien erzielt. Außerdem wurde deutlich, dass die Teilnehmer die Empfeh-
lungen der Leitlinien nur sehr zögerlich in aller Konsequenz umsetzten. 
 
3.2 Berichte 
 
Beim EQAS 2000 wurden grundsätzliche inhaltliche Kriterien bewertet. Im EQAS 2002 
rückten die Interpretation der Ergebnisse und die Angabe von Empfehlungen zur genetischen 
Beratung in den Mittelpunkt der Bewertung (siehe 2.2.3 Bewertungsmaßstab der Labor-
berichte). Die Organisatoren des EQAS definierten einen schlechten Bericht mit einer 
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Bewertung von 0 bis 1 Punkt. Im Versuch 2002 erfolgte eine sehr gute Bewertung der 
Laborberichte bei der Probe mit einer Deletion in AZFc und bei der Probe ohne Deletion 
deutlich häufiger. Eine Bewertung der Berichte unterhalb eines Punktes zur Kennzeichnung 
einer schlechten Berichtgestaltung erfolgte bei 16,1% (9/56) der Teilnehmer im EQAS 2000 
und bei 11% (9/82) der Teilnehmer im EQAS 2002. Im Vergleich der Laborberichte von 
Versuch zu Versuch kann infolge des steigenden Niveaus der Anforderungen durchschnittlich 
eine leichte Verschlechterung der Bewertung der Berichte festgestellt werden 
(Tabelle 19 und 20). 
 
Tabelle 19: Bewertung der Berichte im EQAS-Versuch 2000 
Deletion in AZFa AZFb AZFc KEINE 
Probe KO.10.2 KO.10.4 KO.10.1 KO.10.3 
Punkte 
Lab.  
Anzahl in % 
Lab.  
Anzahl in % 
Lab.  
Anzahl in % 
Lab.  
Anzahl in % 
2   6 10,7   6 10,7 5   8,9   6 10,7 
1,5-1,9 36 64,3 38 67,9 37 66,1 38 67,9 
1-1,4   6 10,7   5   8,9   5   8,9   5   8,9 
0,5-0,9   2   3,6   2   3,6   2   3,6   2   3,6 
0-0,4   5   8,9   5   8,9   5   8,9   5   8,9 
 
Tabelle 20: Bewertung der Berichte im EQAS-Versuch 2002 
Deletion in AZFa AZFb AZFc KEINE AZFb/c 
Probe K.O. 10.11 K.O. 10.15 K.O. 10.13 K.O. 10.14 K.O. 10.12 
Punkte 
Lab.  
Anzahl in % 
Lab.  
Anzahl in % 
Lab.  
Anzahl in % 
Lab.  
Anzahl in % 
Lab.  
Anzahl in % 
2 10 12,2  9 11,0 33 40,3 20 24,4 12 14,6 
1,5-1,9 29 35,4 29 35,4 37 45,1 48 58,6 28 34,1 
1-1,4 29 35,4 32 39,0   4  4,8   6   7,2 30 36,6 
0,5-0,9   2   2,4   3   3,6   0  0,0   0   0,0   3   3,6 
0-0,4 12 14,6   9 11,0   8  9,8   8   9,8   9 11,0 
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Abbildung 39: Darstellung der Bewertung der Laborberichte für das EQAS 2000 und 2002. 
Links: Bewertung der Laborberichte für das EQAS 2000, rechts: Bewertung der Laborbe-
richte für das EQAS 2002; Angabe der Teilnehmer im EQAS, der durchschnittlichen Bewer-
tung und des Medians für das entsprechende EQAS. 
 
Der Durchschnittswert für beide Versuche liegt nah beieinander und oberhalb der definierten 
Grenze zu einer schlechten Berichterstellung (Abbildung 39). Der Median dagegen liegt im 
Versuch 2000 wesentlich höher als im Versuch 2002. Im Versuch 2000 liegt die Bewertung 
von 76,5% der Teilnehmer bei 1,5 und mehr Punkten, im Versuch 2002 dagegen entfallen in 
diesen Bereich nur 44,7%. Für den Versuch 2000 heißt das, dass die Ergebnisse in zum 
großen Teil sehr guten Berichten dargestellt sind, die sich von wenigen schlecht geführten 
Laborberichten scharf abgrenzen. Dagegen war eine durchschnittliche Berichterstellung im 
Versuch 2002 vorrangig. Von den 37 Laboratorien, deren Laborberichte im Versuch 2002 mit 
1,5-2 Punkten bewertet worden waren, waren 27 Laboratorien Teilnehmer an beiden 
EQAS-Versuchen. Von den Laboratorien mit wiederholter Teilnahme verbesserten nur 
18 Laboratorien ihre Bewertung von Versuch zu Versuch, 26 verschlechterten ihre Bewertung 
und ein Labor behielt seine schlechte Berichterstellung bei (Abbildung 40). Dabei erfolgte 
die Verschlechterung zu 38,5% (10/26) um 0,5 und mehr Punkte, die Verbesserung um diesen 
Wert hingegen nur bei 22,2% der Laboratorien mit wiederholter Teilnahme.  
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Abbildung 40: Entwicklung der Bewertung der Protokolle der 45 Teilnehmer an beiden 
EQAS.  
∆ score ist die Differenz der Bewertung aus dem EQAS 2000 und dem EQAS 2002 des 
jeweiligen Laboratoriums und ihre graphische Darstellung. 
 
 
3.2.1 Grundsätze der Berichterstellung 
 
Grundsätzliche Anforderungen an einen Laborbericht bestehen darin, die klinische Frage-
stellung klar darzustellen und den Bericht übersichtlich, knapp und nachvollziehbar zu 
gestalten. Die Dokumentation der Ergebnisse der Genotypisierung sollte im Zusammenhang 
erfolgen und die Schlussfolgerungen sollten offensichtlich sein. Der Bericht sollte maschinell 
erstellt und gegebenenfalls bei standardisierten Texten kommerzieller Kits dem Patienten an-
gepasst werden. Generell gilt, Ergebnisse unverwandter Personen müssen separat protokolliert 
werden (Payne, 2001; Morris, 2003). Der Großteil der Berichte kam diesen grundsätzlichen 
Anforderungen nach. Nach Aufforderung der Organisatoren des EQAS, die Proben wie jedes 
alltägliche Probenmaterial zu behandeln, sendeten 75% der Teilnehmer am EQAS 2000 bzw. 
84,1% der Teilnehmer am EQAS 2002 individuelle Berichte. Drei der Teilnehmer (Lab. 31, 
37, 41) mit der Erfahrung beider EQAS-Versuche verwendeten im EQAS 2002 ein Sammel-
protokoll. Das individuelle Protokoll war nur in Fällen einer ausdrücklichen Wiederholung 
der PCR zur Untersuchung der Ausdehnung der Deletion mehrseitig. 
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3.2.2 Verwaltungsdaten, Laboridentifikation, Probenidentifikation, Signatur der Berichte 
und Patientenidentifikation 
 
Die frei verfügbaren „Draft Best Practice Guidelines for Laboratory Internal Quality Control“ 
(Patton und Stenhouse, 2001) stellen eine Checkliste zur Erfassung notwendiger Daten für 
einen vollständigen Laborbericht molekulargenetisch tätiger Laboratorien dar. Bei Beachtung 
dieser Leitlinien können Fehler in der Verwaltung von Patienten und Probendaten vermieden 
werden. 
Im EQAS 2000 sind die Patientendaten nur von 71,4% der Teilnehmer und im EQAS 2002 
von 74,8% der Teilnehmer eindeutig und korrekt angegeben. Das Empfangsdatum sowie die 
klinische Fragestellung der Proben wurden im EQAS 2002 von rund 20% der Teilnehmer 
häufiger angegeben als im EQAS 2000. Die Beschreibung des Untersuchungsmaterials 
erfolgte zu 67,8% im EQAS 2000 und zu 73,1% im EQAS 2002. Die Laboratorien mit 
Teilnahmen an beiden EQAS-Versuchen kamen dem Eintrag dieser Daten eher nach. Von 
14,3% dieser Teilnehmer erolgten hierbei weiterhin unvollständige Angaben. Die doppelte 
Autorisierung wurde von 27 der 45 Laboratorien mit wiederholter Teilnahme vorgenommen 
und 11 Teilnehmer signierten den Bericht nicht. Die doppelte Autorisierung stieg von 35% im 
EQAS-Versuch 2000 auf 60% im EQAS-Versuch 2002. Im Versuch 2000 verwechselte ein 
Labor die Proben KO 10.3 und KO 10.4 und ein weiteres Labor erhielt bei der Probe mit einer 
Deletion in AZFa aufgrund fehlerhafter Verwaltung der Patientendaten ein falsches Resultat. 
Im Versuch 2002 vertauschte ebenfalls ein Labor alle Proben untereinander und ein weiteres 
Labor konnte infolge der undurchsichtigen Berichterstellung nicht ausgewertet werden. 
 
3.2.3 Beschreibung der Methodik des molekulargenetischen Tests 
 
Die Interpretation eines genetischen Tests ist nur unter Einbeziehung aller verfügbaren Daten 
möglich. So gehören neben den Angaben von Untersuchungsmaterial und klinischer Frage-
stellung auch die technischen Details zu den grundlegenden Informationen, wie STS-Primer 
und PCR-Format. Die Angaben zum PCR-Format und zur Wiederholung der PCR bei 
positivem Ergebnis wurden im EQAS 2002 nicht öfter formuliert als im EQAS 2000, auch 
nicht von den Laboratorien mit wiederholter Teilnahme. Eindeutig zugenommen haben die 
Aussagen zur Durchführung der externen und internen Kontrolle. So wurden im EQAS 2002 
zu 23,4% mehr Aussagen zur Durchführung einer internen Kontrolle durch Angabe der 
„Laboratory Guidelines for Y-chromosomal microdeletions“ als Referenz getätigt.  
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Im EQAS 2000 gaben 30,3% (17/56) der Teilnehmer an, die interne Kontrolle entsprechend 
den Empfehlungen der Leitlinien durchgeführt zu haben. Vier dieser 17 Laboratorien (Lab. 
16, 20, 24 und 45) spezifizierten diese Vorgehensweise und benannten dabei aber nur 
Bestandteile der internen Kontrolle wie z.B. nur den Einsatz der DNA eines fertilen Mannes. 
Damit blieb in der Auswertung des Laborberichts offen, wie die interne Kontrolle durch das 
Labor tatsächlich durchgeführt worden ist. Diese Widersprüchlichkeit in der Dokumentation 
der internen Kontrolle erfolgte im EQAS 2002 durch 5 Laboratorien von den 40,2% (33/82) 
der Teilnehmer, die in diesem Punkt direkt auf die Berücksichtigung der Leitlinien verwiesen. 
Von den 4 Laboratorien aus EQAS 2000 behielten die zwei (Lab. 16 und 45) diese 
inkonsequente Art der Angabe der internen Kontrolle bei, Labor 20 beschränkte sich auf die 
Angabe der Leitlinien und Labor 24 verwies hier nicht mehr auf die Leitlinien, sondern gab 
nur noch die Verwendung der DNA eines fertilen Mannes und einer fertilen Frau an. 
Die detaillierte Angabe der internen Qualitätskontrollmechanismen sowie die Anwendung der 
Leitlinien zur internen Kontrolle nahmen von EQAS zu EQAS deutlich zu. Diese zeigte 
jedoch kein einheitliches Bild sowohl in der Anwendung, als auch in der Darstellung des 
Laborberichts. 
 
3.2.4 Interpretation der Ergebnisse der Genotypisierung 
 
Die Ergebnisse sollen nach den Richtlinien für die Berichterstellung so dargestellt werden, 
dass sie für andere Laboratorien eindeutig nachvollziehbar sind. Darstellung wie „+“ und „-“ 
sollten, um Missverständnissen vorzubeugen, vermieden werden. So gaben 62,5% im 
EQAS-Versuch 2000 und 53,6% im EQAS-Versuch 2002 eine Primerlegende zur Definition 
der Ergebnisse an. Im EQAS-Versuch 2000 konnten die Ergebnisse von Labor 55 aufgrund 
schlechter Berichterstellung nicht ausgewertet werden und Labor 91 beschrieb ein 
Amplifikationsergebnis ungenau. Nomenklaturfehler, wie sie bei 16,1% (9/56) der 
Laboratorien im Versuch 2000 und 17,1% (14/82) der Laboratorien in 2002 vorkamen, sollten 
vermieden werden. Die Schreibweise der Deletionen und Primer sollte korrekt vorgenommen 
werden. Im Versuch 2000 wurde vom Labor 38 die Deletion als Mutation angegeben.  
Die finale Ergebnisformulierung erfolgte gleichbleibend zu 90% in beiden EQAS-Versuchen 
in knapper und unmissverständlicher Form. Eine prägnante Erläuterung der Ergebnisse wurde 
im EQAS-Versuch 2000 von der Hälfte der Teilnehmer und von 60% der Teilnehmer im 
EQAS-Versuch 2002 angegeben (Abbildung 41). 
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Abbildung 41: Kommentierung des Befundes im Laborbericht. 
Die Balken kennzeichnen den entsprechenden EQAS-Versuch und die Proben mit den 
Deletionen in AZFa, AZFb und AZFc; AZF0 beschreibt die Probe ohne Deletion; Schwarz: 
kennzeichnet Laboratorien, die ihr Ergebnis kommentierten und am Versuch 2000 und 2002 
teilnahmen; diagonal schraffiert: Laboratorien, die ihr Ergebnis im angegebenen Versuch 
kommentierten, aber nur an dem einen Versuch teilnahmen; weiß: Laboratorien, die ihr 
Ergebnis im angegebenen Versuch nicht kommentierten. Die Anzahl der Laboratorien mit 
entsprechender Angabe ist als Wert in den Balken ersichtlich. 
 
Hierbei zeigt sich, dass die Laboratorien mit erstmaliger Teilnahme am EQAS an einer 
verbesserten Darstellung der Ergebnisse in gleichem Maß beteiligt sind wie die Laboratorien 
mit wiederholter Teilnahme. Eine erwartete deutliche Verbesserung der Darstellung durch die 
Laboratorien mit der Erfahrung aus dem ersten EQAS blieb aus.  
Eine Aussage über die Zuverlässigkeit der Untersuchung in der Form, dass die Möglichkeit 
einer „Nicht-Erkennung“ der Deletion besteht, wurde im EQAS-Versuch 2000 von rund 12% 
der Teilnehmer für die Probe mit positivem Befund und von 28,5% für die Probe mit negati-
vem Befund angegeben (Abbildung 42). 
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Abbildung 42: Aussagen zur Zuverlässigkeit der Diagnose. 
Die Balken kennzeichnen den entsprechenden EQAS-Versuch und die Proben mit den 
Deletionen in AZFa, AZFb und AZFc; AZF0 beschreibt die Probe ohne Deletion; Schwarz: 
kennzeichnet Laboratorien, die die Zuverlässigkeit des Laborergebnisses angaben und am 
EQAS-Versuch 2000 und 2002 teilnahmen; diagonal schraffiert: Laboratorien, die im 
jeweiligen EQAS-Versuch die Zuverlässigkeit des Laborergebnisses angaben, aber nur an 
dem einen Versuch teilnahmen; weiß: kennzeichnet Laboratorien, die im angegebenen 
EQAS-Versuch die Zuverlässigkeit des Laborergebnisses nicht angaben. Die Anzahl der 
Laboratorien mit entsprechender Angabe ist als Wert in den Balken ersichtlich. 
 
Bei der Beschreibung der Zuverlässigkeit des Laborergebnisses erfolgte keine befund-
bezogene Angabe von Spezifität und Sensitivität. Die Spezifität der Methode sollte bei 
positivem Befund angeführt werden, zur Einschätzung der Sicherheit des positiven Befundes, 
und entsprechend bei negativem Befund mit der Angabe der Sensitivität des Tests und der 
Möglichkeit, eine Deletion nicht erkannt zu haben. Aussagen zur Zuverlässigkeit der Diag-
nose wurden im EQAS 2002 für die Probe ohne Deletion in 50% aller Fälle getroffen, und sie 
steigerten sich auf rund 27% bei den Proben mit Deletionen. Diese Steigerung erfolgte zu 
64,6% von den Laboratorien mit wiederholter Teilnahme. Die Werte für die Spezifität und 
Sensitivität des Tests wurden nicht benannt.  
Die Angabe zur Empfehlung einer genetischen Beratung im Falle eines positiven Befundes 
zeigte ebenfalls eine klare positive Entwicklung vom EQAS 2000 zu EQAS 2002, die vor 
allem auf die Laboratorien mit wiederholter Teilnahme zurückgeführt werden konnte 
(Abbildung 43). 
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Abbildung 43: Empfehlung einer genetische Beratung. 
Die Balken kennzeichnen das entsprechende EQAS und die Proben mit den Deletionen in 
AZFa, AZFb und AZFc; AZF0 beschreibt die Probe ohne Deletion; Schwarz: kennzeichnet 
Laboratorien, die eine genetische Beratung empfahlen und am EQAS-Versuch 2000 und 2002 
teilnahmen; diagonal schraffiert: Laboratorien, die eine genetische Beratung empfohlen 
haben, aber nur an dem einem EQAS-Versuch teilnahmen; weiß: kennzeichnet Laboratorien, 
die keine genetische Beratung empfohlen haben. Die Anzahl der Laboratorien mit entspre-
chender Angabe ist als Wert in den Balken ersichtlich. 
 
So wurde von den Laboratorien mit wiederholter Teilnahme 75,6% eine genetische Beratung 
bei den Patienten mit positivem Befund empfohlen, wobei im EQAS 2002 durchschnittlich 
54,8% eine solche Empfehlung abgaben. Im EQAS 2000 wurde die Empfehlung einer geneti-
schen Beratung im Falle einer Deletion von 16,2% weniger Laboratorien ausgesprochen. 
Wenige Laboratorien empfahlen eine genetische Beratung auch für den Fall eines negativen 
Befundes. Dies war meist auf standardisierte Berichte ohne individuelle Anpassung zurückzu-
führen. Die Empfehlung einer Karyotypisierung erfolgte im EQAS 2000 von wenigen Labo-
ratorien, doch deutlich häufiger bei der Probe ohne Deletion (Abbildung 44). Die 
Empfehlungsangabe erfolgte vorrangig durch die Laboratorien mit den Erfahrungen wieder-
holter Teilnahme am EQAS. 
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Abbildung 44: Empfehlung weitere genetische Untersuchung. 
Die Balken kennzeichnen das entsprechende EQAS und die Proben mit den Deletionen in 
AZFa, AZFb und AZFc; AZF0 beschreibt die Probe ohne Deletion; Schwarz: kennzeichnet 
Laboratorien, die weitere genetische Untersuchung empfahlen und am EQAS-Versuch 2000 
und 2002 teilnahmen; diagonal schraffiert: Laboratorien, die weitere genetische Untersuchung 
empfahlen, aber nur an dem einem EQAS-Versuch teilnahmen; weiß: kennzeichnet 
Laboratorien, die die weitere genetische Untersuchung nicht empfahlen. Die Anzahl der 
Laboratorien mit entsprechender Angabe ist als Wert in den Balken ersichtlich. 
 
Die Interpretation der Ergebnisse über einen standardisierten Text, der auch für den unerfah-
renen Arzt als solcher erkannt wird und eine den Patienten bestreffende individuelle Note 
vermissen lässt, trübt das Vertrauen in das Laborergebnis. Im EQAS 2000 benutzten 
2 Laboratorien standardisierte, nicht angepasste Interpretationen. Im EQAS 2002 wurde die 
Ausgabe der Ergebnisse von einem dieser beiden Laboratorien modifiziert. 
Es bleibt zusammenzufassen, dass die „Laboratory Guidelines for Y-chromosomal 
microdeletions“ einen deutlichen Einfluss auf die Interpretation der Ergebnisse ausübten, und 
sich eine Verbesserung in der Kommentierung der Ergebnisse und der Empfehlung einer 
genetischen Beratung bzw. einer Karyotypisierung als Errungenschaft der Durchführung der 
EQAS nachweisen lässt. Zum Anderen herrschten noch Unsicherheiten in der Indikations-
setzung zur genetischen Beratung sowie in der Angabe von Sensitivität und Spezifität.  
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3.3 Zusammenfassung 
 
An Hand der Laborberichte lässt sich erkennen, dass die Leitlinien einen deutlichen Einfluss 
auf die Gestaltung der Laborprotokolle und der Laborberichte der Teilnehmer ausübten. Das 
Format der multiplex PCR und der Einsatz von 2 STS-Primern pro AZF-Region, sowie die 
Durchführung der internen Kontrolle durch die Teilnehmer verbessert sich von Versuch zu 
Versuch, wurde aber noch von weniger als der Hälfte der Teilnehmer ausdrücklich ange-
geben. Im Allgemeinen fiel es den Laboratorien schwer ihre Praxisroutine umzustellen, und 
die Empfehlungen der Leitlinien in die Praxis zu übernehmen. So behielten die Laboratorien 
bei wiederholter Teilnahme das PCR-Format und die hohe Primeranzahl unverändert bei. Die 
Spezifität des Tests lag höher als dessen Sensitivität und die Ergebnisse bei der Probe mit der 
AZFc-Deletion sind deutlich sicherer, offensichtlich hervorgerufen durch den Erfahrungsstand 
der Teilnehmer und die Kenntnisse über die AZFc-Region. Falsche Ergebnisse wurden von 
nur wenigen Laboratorien erreicht. 
Im Vergleich der Laborberichte von EQAS zu EQAS kann bei steigendem Niveau der Anfor-
derungen keine allgemein verbesserte Darstellung der Berichte festgestellt werden. Zuge-
nommen haben die Aussagen zur Durchführung der internen Kontrollen. Die Ergebnis-
formulierung erfolgte gleichbleibend durch 90% der Teilnehmer in beiden EQAS-Versuchen 
in knapper und unmissverständlicher Form. Die Ergebnisse wurden im Versuch 2002 deutlich 
häufiger erläutert und Aussagen über die Zuverlässigkeit der Untersuchung wurden zwar 
häufiger aber zu selten angegeben. Die Empfehlung einer genetischen Beratung im Falle eines 
positiven Befundes und die Interpretation der Ergebnisse zeigt eine klare positive Entwick-
lung vom EQAS-Versuch 2000 zu EQAS-Versuch 2002 durch die Laboratorien mit wieder-
holter Teilnahme. 
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4.1 Bewertung der Qualität und Zuverlässigkeit der Laborergebnisse in der 
Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen 
 
Das externe Qualitätskontrollprogramm ist ein Mechanismus zur Quantifizierung der Qualität 
der Ergebnisse und zur Weiterentwicklung und Harmonisierung von Standards (Patton, 
2000). Es wirkt lehrkräftig, unterstützt die Gewährleistung eines bestmöglichen Services und 
erhöht die Wettbewerbsfähigkeit der Laboratorien. Ein EQAS auf internationaler Ebene ist 
für die Verbesserung der Diagnostik seltener Krankheiten von besonderer Bedeutung (Patton, 
2000; Kristoffersson et al., 2004). Das in dieser Arbeit untersuchte EQAS für 
Y-chromosomale Mikrodeletionen wurde zur Einschätzung der Qualität der Genotypisierung 
und Interpretation der Laborergebnisse anhand der Laborberichte entwickelt. Eine schlechte 
molekulargenetische Diagnostik wird innerhalb eines EQAS mit einer Bewertung von 
weniger als 1,6 Punkten in der Genotypisierung und 0,7 Punkten unterhalb des Bewertungs-
durchschnitts der Interpretation definiert (Ramsden, 2002). 
In den Versuchsreihen 2000 und 2002 zur Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen lag 
die durchschnittliche Bewertung der Genotypisierung oberhalb der 1,6 Punkte Marke. Von 
den im Versuch 2000 gestellten 224 Diagnosen lagen nur 19 (8,4%) Diagnosen unterhalb der 
empfohlenen Toleranz von 1,6 Punkten, die von 12 (21,5%) Laboratorien hervorgebracht 
wurden. Im Versuch 2002 wurden von den 410 Diagnosen ebenfalls nur 28 (6,83%) 
Diagnosen mit weniger als 1,6 Punkten bewertet. Diese fehlerhaften Diagnosen wurden von 
15 (18,3%) Laboratorien getroffen, 4 dieser Laboratorien nahmen bereits am Versuch 2000 
teil. Entsprechend der Definition nach Ramsden (2002) ist die Zuverlässigkeit eines Laborer-
gebnisses bzw. dessen Dokumentation und Interpretation krankheitsspezifisch zu beurteilen. 
Der Maßstab der Beurteilung wurde durch die Management Gruppe und den 
EQAS-Providern vor Durchführung eines EQAS festgelegt (Patton, 2000) und erfolgte für 
die Erkennung von Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom derart, dass für die Verwendung 
eines STS-Primer in einer AZF-Region, bzw. wenn bei einem korrekten Ergebnis ein 
STS-Primer ein abweichendes Ergebnis zeigt, 0,5 Punkte abgezogen wurden. Diese 
Bewertung berücksichtigt, dass für das primäre Ziel, die Erkennung einer Mikrodeletion auf 
dem Y-Chromosom, der Einsatz eines nicht polymorphen STS-Primers je AZF-Region 
ausreicht, und der Einsatz eines weiteren STS-Primers das erzielte Ergebnis bekräftigt 
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(Simoni et al., 1997; 1999; 2004). Unter Berücksichtigung dieser Tatsache verringerte sich 
die Rate an Fehldiagnosen von 7,1% (16/224) in Versuch 2000 auf 5,6% (23/410) in Versuch 
2002.  
Die Sensitivität und Spezifität der Tests der externen Qualitätskontrollprogramme stiegen 
innerhalb der letzten beiden Versuchsreihen leicht an (Tabelle 21). Die Spezifität zeigt im 
Vergleich zur Pilotstudie vor Veröffentlichung der „Laboratory Guidelines for 
Y-chromosomal microdeletions“ (Simoni et al., 1999) eine eindeutige Verbesserung.  
 
Tabelle 21: Vergleich von Sensitivität und Spezifität zwischen den EQAS-Versuchen  
 
 Pilotstudie*  EQAS 2000 EQAS 2002 
Sensitivität 97% 95,2% 96,1% 
Spezifität 91% 99,2% 99,4% 
* Ergebnis von 3 Versuchsreihen auf Initiative der EAA (Simoni, 1998; Simoni, 2001) 
 
4.1.1 Die Deletionsdiagnostik in AZFa 
 
Die AZFa-Region zeichnet sich einerseits durch die geringe Prävalenz von Mikrodeletionen 
(Krausz et al., 1999a; Lin et al., 2000; Maurer et al., 2001; Krausz et al., 2001; Babu et al., 
2002; Dada et al., 2002; Shimizu et al., 2002; Buch et al., 2003; Dada et al., 2003; Kunej et 
al., 2003; Raicu et al., 2003; Quilter et al., 2003; SaoPedro et al., 2003; El Awady et al., 
2004) und anderseits dadurch aus, dass die komplette Deletion von AZFa immer mit dem 
histologischen Bild des SCO verbunden ist (Vogt et al., 1996; Ferlin et al., 1999; Kamp et al., 
2001). Die Deletionsdiagnostik in AZFa wies im Vergleich zu den Regionen AZFb und AZFc 
die geringste Sensitivität auf (Tabelle 12). Drei von vier falsch negativen Diagnosen waren 
im Versuch 2000 und vier von fünf falsch negativen Diagnosen im Versuch 2002 auf den 
Einsatz des Promega-Kits und seiner fehlenden diagnostischen Kompetenz zurückzuführen 
(Aknin-Seifer et al., 2003). Negative Befunde wurden in der Labordiagnostik nicht durch 
eine Wiederholung der PCR überprüft, wie es in den Leitlinien empfohlen wird (Simoni et 
al., 1999; Simoni et al., 2004). Für den betroffenen Patienten ziehen die falsch negativen 
Diagnosen in AZFa weitere diagnostische Maßnahmen nach sich. Bei der geringen Prävalenz 
von Mikrodeletionen in AZFa kann die fragliche Existenz partieller Deletionen (Krausz et al.; 
2003), wie sie von Foresta und Mitarbeitern publiziert wurden (Ferlin et al., 1999; Foresta et 
al., 2000), nicht völlig ausgeschlossen werden. Die durch die Teilnehmer im Befundbericht 
nicht diskutierte aber auffallend häufige fehlerhafte Amplifikation des STS-Primer sY83, als 
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proximale Deletionsgrenze bei kompletter AZFa-Deletion, ist ein Indiz für die fehlende 
Diagnosesicherheit bei der Erkennung der Deletion. Anderseits verwendeten nur 10,7% 
(EQAS 2000) bzw. 9,7% (EQAS 2002) der Teilnehmer am EQAS beide PCR-Formate zur 
Absicherung ihrer positiven Befunde, und nur ein Labor nutzte die von Kamp et al. (2001) 
zur Erkennung der kompletten Deletionen über AZFa angegebenen Primer. Die von rund 
68% der Laboratorien herangezogenen Primer, empfohlen in den „Laboratory Guidelines for 
molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions“, die eine zuverlässige Deletion-
serkennung gewährleisten (Simoni et al., 1999; 2004), wiesen die zunehmende Akzeptanz der 
Methodik der Leitlinien durch die teilnehmenden Laboratorien nach. Bei der Betrachtung der 
Ergebnisse der Probe mit der AZFa-Deletion wird besonders deutlich, dass die Übernahme 
der Empfehlungen der Leitlinien nur teilweise erfolgte, und diese nicht als kompetentes 
Gesamtkonzept zur Deletionserkennung umgesetzt wurden, weder von den Laboratorien mit 
wiederholter Teilnahme, noch von den Erstteilnehmern im EQAS 2002. 
 
4.1.2 Die Deletionsdiagnostik in AZFb 
 
Die Diagnostik der AZFb-Region ist durch eine hohe Anzahl fehlerhafter, aber nicht in den 
Laborberichten angegebener Amplifikationen einzelner Primer gekennzeichnet. Im Vergleich 
zur vorausgehenden Qualitätskontrolle der EAA (Simoni, 1998; Simoni, 2001) zeigt sich eine 
Tendenz in der zunehmenden Nutzung der Primer sY127 und sY134 nach Veröffentlichung 
der „Laboratory Guidelines for molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions“ 
(Simoni et al., 1999). Die hohe Anzahl verschiedener zum Einsatz kommender Primer verän-
derte sich jedoch nicht (Tabelle 22). 
 
Tabelle 22: Anzahl der in den AZF-Regionen eingesetzten Primer 
Primer in den EQAS Pilotstudie* EQAS 2000** EQAS 2002** 
AZF-Regionen    
AZFa 9 9 16 
AZFb 23 26 24 
AZFc 36 23 20 
außerhalb von AZF 11 22 20 
* Ergebnisse der ersten 3 Versuche auf Initiative der EAA (Simoni, 1998; Simoni, 2001) 
** Primeranzahl nach Angaben für die Probe ohne Deletion 
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Die Betrachtung der Ergebnisse der Proben mit einer Deletion in AZFb unterstrichen 
vorrangig die Forderung der Leitlinien nach einer Reduktion der Anzahl der eingesetzten 
STS-Primer und der konsequenten Durchführung der internen Kontrolle, begründet darin, 
dass insgesamt 75,8% der Fehler auf Laboratorien zurückzuführen sind, die mehr als 
2 Primer in AZFb einsetzten. Die fehlerhafte Amplifikation einzelner Primer, die im Kontrast 
zum Ergebnis der einzelnen Probe stand, wiederholte sich auch bei der Diagnostik der 
AZFb+c Deletion. Die fehlende Interpretation dieser Amplifikationsergebnisse bzw. die 
fehlende Darstellung einer Wiederholung bei widersprüchlichen Ergebnissen und die 
fehlenden Angaben über die Durchführung einer internen Kontrolle bei fehlerhaften Ergeb-
nissen wiesen auf Unsicherheiten in der Wahl der Primer sowie auf den fehlenden Kenntnis-
stand über die Deletionsentstehung von AZFb und AZFb+c Deletionen hin. Danach 
existieren, die AZFb-Region einbeziehend, drei Deletionstypen (Kuroda-Kawaguchi et al., 
2001; Repping et al., 2002; Skaletsky et al., 2003). Zum einen die Deletion von P5/proximal 
P1 mit einer Ausdehnung von 6,2 Mb, die der AZFb-Deletion entspricht. Sie reicht zu 1,5 Mb 
in die AZFc-Region hinein. Die Lage der Primer sY134 und sY127 und ihre negative Ampli-
fikation entsprechen diesem Deletionstyp (Simoni et al., 2004). Dazu gehören die negative 
Amplifikation von sY117, sY143 und die positive Amplifikation der äußeren Grenzen sY105 
und sY149 (Repping et al., 2002). Die Deletionen P5/distal P1 (7,7 Mb, 42 Gene und 
Transkripte) und P4/distal P1 (7,0 Mb; 38 Genkopien) entsprechen der AZFb+c Deletion. 
Repping und Mitarbeiter (2002) beschreiben ein häufigeres Vorkommen von P5/distal P1 
Deletionen als AZFa und P4/P1 Deletionen. Die zentrale positive Amplifikation einzelner 
Primer innerhalb einer AZFb bzw. P5/proximal P1 oder einer AZFb+c Deletion bzw. 
P5/distal P1, P4/distal P1 erscheint somit unwahrscheinlich und bedarf einer Wiederholung 
der PCR. Partielle Deletionen im proximalen Bereich der AZFb-Region sind denkbar (Elliott 
et al., 1997). Die Verwendung der angegebenen Primer sollte in den Laborberichten 
begründet werden, und es sollte kenntlich gemacht werden, ob die Ausdehnung der Deletion 
untersucht wurde. Die vergleichsweise geringe Spezifität in der Diagnostik von 
AZFb-Deletionen ist offensichtlich in der fehlenden Umsetzung der über diese Region 
gewonnenen Erkenntnisse in die Laborpraxis begründet, wobei die „Laboratory Guidelines 
for molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions“ eine zuverlässige Quelle zur 
Aktualisierung des derzeitigen Wissenstandes darstellen, und nicht zuletzt das EQAS für 
Y-chromosomale Mikrodeletionen lehrkräftig wirkt. Die geringe Spezifität in der Diagnostik 
der AZFb bzw. AZFb+c Regionen verhält sich gegensätzlich zur geringen Sensitivität der 
AZFa-Region, d.h. nicht erkannte Deletionen in AZFa ziehen weitere diagnostische Maßnah-
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men nach sich, wohingegen ein falsch positiver Befund in AZFb bzw. AZFb+c für den 
Patienten einen vorzeitigen Ausschluss einer TESE zur Folge hat, da bislang bei Deletionen 
in AZFa und AZFb keine fuktionstüchtigen Spermien nachgewiesen werden konnten (Krausz 
et al., 1999a; Krausz et al., 2000; van Landuyt et al., 2000; Kleiman et al., 2001; Maurer, 
2001; Hopps et al., 2003; SaoPedro, 2003). 
 
4.1.3 Die Deletionsdiagnostik in AZFc 
 
Die Sensitivität der Diagnostik der Deletion in AZFc war am höchsten und neben einer hohen 
Spezifität von Versuch zu Versuch nahezu gleichbleibend. Es zeigte sich mit äquivalent 
wachsender Akzeptanz der Empfehlungen der „Laboratory Guidelines for molecular 
diagnosis of Y-chromosomal microdeletions“ eine deutliche Tendenz, die Anzahl der 
STS-Primer zu verringern. Die AZFc-Region, als Region des historisch diagnostischen 
Ursprungs für die Erkennung von Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom (Reijo et al., 
1995), lässt den Empfehlungen der „Laboratory Guidelines“ folgend noch Raum zur weiteren 
Standardisierung der Diagnostik.  
Im Versuch 2000 setzten 12 Laboratorien und im Versuch 2002 13 Laboratorien 4 und mehr 
DAZ-Gen spezifische STS-Primer ein. Die Kenntnisse über die strukturelle Anordnung der 
4 DAZ-Genkopien in zwei Cluster (Saxena et al., 2000) erlaubt den Einsatz eines DAZ spezi-
fischen Primers, oder besser der in den Leitlinien empfohlenen zwei STS-Primer sY255 und 
sY254 als probates Mittel der Diagnostik von Mikrodeletionen in der AZFc-Region (Simoni 
et al., 1999; Simoni et al., 2004). Stimmen die Amplifikationsergebnisse der beiden Primer 
nicht überein, muss ein methodischer Fehler im PCR-Protokoll vorliegen. Das Gleiche gilt 
bei Einsatz mehrerer DAZ-Gen spezifischer Primer mit unterschiedlichem Amplifikation-
sergebnis (Simoni et al., 2004). Moro et al. (2000) beschrieben die Verdachtsdiagnose einer 
partiellen Deletion mittels PCR in AZFc über eine weniger intensive Darstellung der 5 einge-
setzten STS-Primer sY277, sY254, sY279, sY283 und sY255. Eine weitere Untersuchung mit 
Southern-blot-Hybridisierung führte zur Erkennung einer partiellen Deletion. De Vries et al. 
(2002b) untersuchten 139 unselektierte Patienten und fanden mittels einer Kombination von 
SFV-PCR und Fluorescence-in-situ-Hybridisations (FISH)-Technik vier Patienten mit einer 
Deletion über AZFc, die auch durch konventionelle PCR erkannt werden konnten, und sechs 
weitere Patienten mit partiellen Deletionen in AZFc, die innerhalb des üblichen 
PCR-Screening unentdeckt blieben. Drei der sechs Patienten zeigten Spermien-
konzentrationen über 5x106/ml. De Vries et al. (2002b) vermuteten eine geringere Schwere 
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der Infertilität bei partiellen Deletionen, vorrangig bei Deletionen des distalen Clusters mit 
den Kopien DAZ3 und DAZ4 (de Vries et al., 2002a; de Vries et al., 2002b; Fernandes et al., 
2003; Repping et al., 2003). Fest steht, dass eine hohe Anzahl an Primern, wie sie in den 
EQAS mit bis zu 7 Primern für die DAZ-Gen Familie eingesetzt wurden, keinen weiteren 
diagnostischen Gewinn bringen, sondern der Einsatz der in den Leitlinien empfohlenen 
Primer völlig ausreicht. Partielle Deletionen können mit dem Protokoll der „Laboratory 
Guidelines for molecular diagnosis of Y-chromosomal microdeletions“ nicht erkannt werden. 
Deren prognostischer Wert ist allerdings bislang unklar. Die bekannte Vielfalt im klinischen 
und pathohistologischen Bild des betroffenen Patienten mit AZFc-Deletionen (Simoni et al., 
1997; Krausz et al., 1999b; Maurer et al., 2001; Luetjens et al., 2002; Hopps et al., 2003; 
Krausz et al., 2003; Kuhnert et al., 2004; Omenzetter, 2004) unterliegt einer hohen Zuverläs-
sigkeit in der molekulargenetischen Diagnostik, die eine solide Basis für die Beratung und 
weitere Therapie der betroffenen Patienten bildet. 
 
4.2 Bewertung der Qualität und Zuverlässigkeit der Laborberichte in der 
Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen 
 
Entsprechend der Definition nach Ramsden (2002) liegt eine schlechte Berichterstellung vor, 
wenn die Bewertung des Berichts 0,7 Punkte unterhalb der durchschnittlichen Bewertung 
liegt. Dementsprechend entfallen auf jeden EQAS-Versuch 7 schlechte Berichte. Im Verlauf 
der Durchführung externer Qualitätskontrollprogramme sollten gleichzeitig Standards entwi-
ckelt und deren Qualität gehoben werden (Patton, 2000). So wurden in der Pilotstudie noch 
keine Anforderungen an die Laborberichte gestellt (Simoni et al., 1998; Simoni, 2001). Beim 
EQAS-Versuch 2000 wurden grundsätzliche inhaltliche Kriterien bewertet und im 
EQAS-Versuch 2002 der Schwerpunkt auf die Interpretation der Ergebnisse gesetzt.  
Die Bewertung der Berichte konnte von Versuch zu Versuch keine Verbesserung in der 
Berichterstellung deutlich machen, das galt sowohl für die Gesamtteilnehmer als auch für die 
Laboratorien, die an beiden EQAS-Versuchen teilnahmen. Die Ursache lag zum einen in der 
Steigerung der Ansprüche von Versuch zu Versuch, jedoch hauptsächlich in der Schwerfäl-
ligkeit der Umsetzung gegebener Empfehlungen in die diagnostische Tätigkeit der teilneh-
menden Laboratorien. Diese Erkenntnis formulierten Patton und Elles (2005) in ihrem 
Bericht über die Ergebnisse des EQAS 2003 für hereditäre Hämochromatose sowie Lohman 
et al. (2005) beim EQAS-Versuch 2003 für das Retinoblastom. Diese Tatsache könnte eine 
Erklärung dafür sein, dass die schlechtere Bewertung der Laborberichte im EQAS 2002 
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vorrangig bei Laboratorien mit einer guten Bewertung im EQAS 2000 auftrat. Die 
Darstellung im Bericht wurde nicht den neuen Anforderungen angepasst bzw. die Angaben 
zum Teil weiter vernachlässigt. Die drei Laboratorien (Lab. 27, 30, 44), die ihr Ergebnis im 
EQAS-Versuch 2002 verschlechterten, erhielten im vorherigen EQAS-Versuch 2000 
maximale Bewertungen in der Genotypisierung. Die Verbesserung dagegen erfolgte in deut-
lichem Ausmaß bei den Laboratorien, die auf Grund schlechter Ergebnisse im Versuch 2000 
ihr gesamtes PCR-Protokoll überarbeiten mussten. Diese Verbesserung der Laborberichte 
ging mit besseren Ergebnissen in der Genotypisierung einher. Die drei Teilnehmer (Lab. 24, 
37, 38) mit der deutlichsten Verbesserung veränderten zielstrebig ihr PCR-Protokoll durch 
Umstellung der Primer, des PCR-Formats und der internen Kontrolle. Aber nur Labor 24 
folgte den Empfehlungen der „Laboratory Guidelines for Y-chromosomal microdeletions“ 
konsequent. Gleiches war bei den Anwendern des Promega-Kits zu beobachten. Trotz offen-
sichtlicher Schwäche des konventionellen Kits fiel es den Anwendern schwer, ihr 
PCR-Protokoll komplett umzustellen. Die beim EQAS für Y-chromosomale Mikrodeletionen 
festgestellte Senkung der Durchschnittsbewertung von Versuch zu Versuch, bei steigender 
Teilnehmerzahl und steigenden Anforderungen an den Bericht, stellten Müller und Elles 
(1999; 2001; 2003a; 2003b) beim EQAS für Brust-und Ovarialkrebs ebenfalls fest (Müller et 
al., 2001; 2004). 
Die Angabe von Verwaltungsdaten, Laboridentifikation, Probenidentifikation, Signatur der 
Protokolle und Patientenidentifikation sind allgemeine Anforderungen an einen Laborbericht 
(Payne, 2001; Morris, 2003). Durch die Verwendung eines Berichtbogens pro Patient sollten 
diese Daten durch standardisierte Gestaltung der Berichte, wie sie unter „Best practice 
Guidelines for Reporting“ zu finden und auch unter www.emqn.org verfügbar sind, zu 100% 
zweifelsfrei dargestellt werden (Patton und Stenhouse, 2001). Ist das untersuchende Labor 
akkreditiert, sollte dies erkennbar sein. Mindestens zwei Personen sollten den Bericht hand-
schriftlich autorisieren. Empfohlen wird eine Autorisierung durch die Person, die die Unter-
suchung durchgeführt und interpretiert hat, und durch den Laborleiter mit Angabe von 
Namen und Funktion (Patton, 2000; McGovern et al., 2004). Die korrekte Angabe 
allgemeiner Patientendaten sichert auch das Vertrauen der überweisenden, zumeist in 
molekulargenetischer Diagnostik unerfahrenen Ärzte, in die Tätigkeit der Laboratorien 
(Holzmann, 1999). Im EQAS für Y-chromosomale Mikrodeletionen sind die Patientendaten 
nur von insgesamt 73,1% der Teilnehmer eindeutig und korrekt angegeben. Zu einem ähnli-
chen Ergebnis kam Cassiman (2002) beim EQAS für Cystische Fibrose (CF), wobei 77% der 
Teilnehmer exakte Angaben zu den essentiellen Patientendaten durchführten. Gleiches 
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fanden Stenhouse et al. (2000; 2001) und Bakker et al. (2003) beim EQAS-Versuch für 
Duchenne/Becker-Muskulärer-Dystrophie (DMD/BMD) heraus. Allgemeine Angaben und 
Patientendaten wurden auch hier nur von 50% der Teilnehmer zuverlässig verwaltet. Die 
Reduktion dieser einfachen Fehler erfolgte beim EQAS für Y-chromosomale 
Mikrodeletionen von Versuch zu Versuch maßgeblich durch die Laboratorien mit wieder-
holter Teilnahme.  
Die klare und vollständige Interpretation der Laborergebnisse wird dadurch erforderlich, dass 
ein betroffener Patient im Vorfeld der molekulargenetischen Untersuchung viele Therapeuten 
mit unterschiedlichen genetischen Vorkenntnissen konsultierte (Harris und Harris, 1999; 
Frontalia und Jacopini, 2000). Die klinische Fragestellung muss kurz und knapp in einer 
Schlüsselaussage beantwortet werden, und bei positiven Befunden sollte eine genetische 
Beratung der Patienten empfohlen werden. Der überweisende Arzt sollte den Laborbefund 
zweifelsfrei in die weitere Behandlung einbinden können. Girardiello et al. (1997) zeigten für 
die familiäre Adenomatosis Polyposis, dass 32% der Hausärzte das Laborergebnis falsch 
interpretierten. Gleiche Unsicherheiten in der Interpretation molekulargenetischer Befunde 
zeigten sich bei verschiedenen Überweisergruppen (Holzmann, 1999). Die Beratung durch 
den Überweiser oder einen Spezialisten ist die Konsequenz aus einem positiven Laborbefund, 
weitere diagnostische Maßnahmen sind die Konsequenz aus einem negativen Laborbefund. 
Das Ziel einer genetischen Beratung besteht somit darin, einen Betroffenen über die 
Krankheit aufzuklären, und ihm eine Hilfestellung im Umgang mit seiner Erkrankung zu 
geben, ohne ihn in seinen Entscheidungen zu beeinflussen (Donnai und Elles, 2001). Im 
EQAS für Y-chromosomale Mikrodeletionen erfolgte die Interpretation der Ergebnisse 
deutlich häufiger von Versuch 2000 zu Versuch 2002, vorrangig durch die Laboratorien mit 
wiederholter Teilnahme. Im EQAS 2002 bezeichnete Labor 37 die Deletion als Mutation. 
Mutationen als Krankheit verursachende Sequenzveränderungen sind aber von den Poly-
morphismen und den mit Sequenzverlust einhergehenden Deletionen deutlich abzugrenzen 
und darzustellen (Dunnen und Antonarakis, 2001). Die Empfehlung einer Karyotypisierung 
bei der Probe ohne Deletion erfolgte nur von 16,6% der Laboratorien in Versuch 2002 und 
davon waren 83,3% Teilnehmer an beiden Versuchen. Die Angabe von Empfehlungen zur 
Karyotypisierung und genetischen Beratung erfolgte in nahezu 100%iger Steigerung von 
Versuch zu Versuch durch die an beiden EQAS-Versuchen teilnehmenden Laboratorien. Eine 
allgemein deutliche Zunahme dieser Empfehlungen durch alle Teilnehmer blieb aber aus. Die 
Entwicklung der Interpretation der Ergebnisse ähnelte den Beobachtungen anderer externer 
molekulargenetischer Kontrollprogramme. Im Verlauf des EQAS für das Huntington 
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Syndrom (Losekoot und Patton, 2001a; 2001b; Losekoot et al., 2001; Losekoot und Patton, 
2003; Loosekoot et al., 2003a; 2003b; 2005) ließ sich ebenfalls eine schrittweise verbesserte 
Interpretation bei gleichbleibend guten Ergebnissen in der Genotypisierung nachweisen. 
Cassiman (2002) zeigte anhand des EQAS 2000 für CF, dass 15% der Ergebnisse allein 
durch Missinterpretation verfälscht wurden. Beim EQAS für DMD/BMD 1999 (Stenhouse et 
al., 2000, Ramsden et al., 2001; Stenhouse et al., 2001; Bakker et al., 2003; Bakker et al., 
2004) empfahlen 66,7% der Teilnehmer keine genetische Beratung, wohingegen alle Teil-
nehmer die Methode beschrieben. Der fehlende Hinweis auf eine genetische Beratung wurde 
auch von den Organisatoren des EQAS-Versuchs 2003 für die 
Charcot-Marie-Tooth-Krankheit bemängelt. Hier erfolgte die Bewertung der Interpretation 
im Versuch 2003 erstmalig nach vier EQAS- Versuchen (Rautenstrauß et al., 2005). Cho und 
Mitarbeiter (1997) zeigten anhand einer Befragung nach inhaltlichen Angaben der an den 
Hausarzt oder Patienten versendeten Befundberichte von 169 Organisationen in den USA, die 
genetischen Service anboten, dass nur die Patientendaten, die Testbedingungen und die Emp-
fehlung einer genetischen Beratung von allen Laboratorien angegeben wurden. Aber nur 10% 
der Befragten machten Angaben zur Sensitivität, Spezifität und Restrisiken. Bei negativem 
Befund sollte eine Aussage zur Sensitivität und bei positivem Befund eine Aussage zur 
Spezifität, z.B. durch Angabe einer Referenz, erfolgen, um eine korrekte Ergebnis- und 
Fehlereinschätzung vornehmen zu können (Neumaier et al., 1998; Simoni 2001; Thornhill et 
al., 2003). Eine schwache positive Entwicklung hinsichtlich der Einschätzung der Zuver-
lässigkeit und Aussagekraft der erzielten Ergebnisse zeigte sich nur bei der Probe ohne 
Deletion. Bei den Proben mit erkannter Deletion erfolgte die Angabe von Spezifität und 
Sensitivität zu 12,5% im Versuch 2000 und zu 25,3% im Versuch 2002. Die Steigerung der 
Angabe wurde zu gleichen Anteilen durch neue und durch wiederholt am Versuch teilneh-
mende Laboratorien im Versuch 2002 vorgenommen. Die Angabe der Spezifität ist von 
besonderer Bedeutung, da die PCR bei negativem Befund nicht wiederholt wird (Simoni et 
al., 1999; Simoni et al., 2004). 
Die Bedeutung der sorgfältigen Dokumentation wird zusätzlich durch die Tatsache deutlich, 
dass vier Fehldiagnosen im EQAS 2000 durch zwei Laboratorien und sechs Fehldiagnosen 
im EQAS 2002 durch vier Laboratorien allein durch die Verwechslung von Proben und 
Daten gestellt wurden. Auch wenn sich gute Entwicklungstendenzen hinsichtlich der 
inhaltlichen Gestaltung der Berichte aufweisen lassen, erfolgte die Umsetzung gewonnener 
Erkenntnisse aus der Teilnahme an einem EQAS-Versuch in die Laborpraxis noch zu 
zögerlich. Gleichzeitig lässt sich feststellen, dass in der Verbesserung der Berichtsführung 
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durch die diagnostizierenden Laboratorien sich auf der einen Seite ein überschaubarer 
Aufwand und auf der anderen Seite eine deutliche Ergebnisverbesserung gegenüberstehen. 
 
4.3 Der Vergleich des EQAS für Y-chromosomale Mikrodeleltionen zu anderen 
EQAS molekulargenetischer Erbkrankheiten 
 
Wie bei allen unter dem EMQN organisierten EQASs zeigt sich im EQAS für 
Y-chromosomale Mikrodeletionen ein kontinuierlicher Anstieg der Teilnehmerzahl, der als 
Nachweis an vorhandenem Interesse und Bedarf angesehen werden kann (Patton, 2003a). 
Die molekulargenetischen EQASs in Europa mit längster Erfahrung sind das EQAS für 
Mukovizcidose und für Chorea Huntington. Das EQAS für Zystische Fibrose wird seit 1996 
durchgeführt und durch die Organisationen „United Kingdom National External Quality 
Assessment Scheme for molecular Genetic“ (UKNEQAS) und „European Concerted Action 
against Cystic Fibrosis“ (ECACF) organisiert und ist damit nicht vorrangig Bestandteil des 
EMQN. Dequeker und Cassiman (2000) gaben für das EQAS für Zystische Fibrose 1996 an, 
dass nur 65% der Teilnehmer fehlerfrei arbeiteten. In den EQAS-Versuchen der Jahre 1998, 
1999 diagnostizierten bereits durchschnittlich 90% der Laboratorien fehlerfrei. Diese schnelle 
Verbesserung der Ergebnisse nach der Pilotstudie war auch im EQAS für Y-chromosomale 
Mikrodeletionen in der sprunghaften Verbesserung der Sensitivität wiederzufinden. Dequeker 
und Cassiman (2000) beschrieben, dass nur 48% der Teilnehmer an den EQAS-Versuchen 
von 1996 bis 1999 fehlerfrei diagnostizierten, aber nur eine geringe Anzahl an Laboratorien 
(2%) von den 114 Teilnehmern mit seinen Ergebnissen durchfiel. Beim EQAS für 
Y-chromosomale Mikrodeletionen betraf es 11 Laboratorien (10,2%) von insgesamt 
93 Teilnehmern, die in der Diagnostik größere Schwierigkeiten aufwiesen. Zum anderen 
zeigt sich in der Diagnostik der Mukovizcidose eine Tendenz zu kommerziellen Kits. Diese 
Tendenz ist für die Diagnose Y-chromosomaler Mikrodeletionen nicht zu erkennen, da das 
einzige eingesetzte kommerzielle Kit insuffizient arbeitet (Simoni et al, 1998; Simoni, 2001; 
Aknin-Seifer, 2004). Der erste Versuch innerhalb eines EQAS trägt den Charakter einer 
Bestandsaufnahme in der Durchführung der Diagnostik und findet gewöhnlich im Vorfeld 
eines BPM statt. Hier erfolgt ein Abgleich in der Methodik und mündet in der Formulierung 
der „Best Practice Guidelines" (Williams, 1999; Müller und Haworth, 2000; Müller und 
Elles, 2001; Müller et al., 2001; Lohmann et al., 2002; Payne, 2003). Die Fehlerrate verhält 
sich innerhalb der verschiedenen genetischen Erbkrankheiten auf einem geringen Niveau und 
ist relativ stabil (Tabelle 23). Die Fehlerrate bei der Erkennung von Mutationen und 
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Deletionen schwankt zum einen durch die Zunahme der Ansprüche des jeweiligen EQAS, der 
Anzahl und dem Charakter der Teilnehmer und mit den Erfahrungen der Laboratorien in der 
Diagnostik der Erkrankung und so auch mit den zunehmenden Erfahrungen durch die regel-
mäßige Teilnahme an einem EQAS und der Existenz krankheitspezifischer Richtlinien 
(Bakker, 1993; Barton 1998; Rubinsztein 1998; Dequeker und Cassiman 2000; Ryan 2000; 
Barton und Elles 2001a; 2001b; Barton et al., 2001; Dequeker et al., 2001; Harvey, 2001; 
Loesekoot et al., 2001; Losekoot und Patton 2001a; 2001b; Patton und Stenhouse, 2001; 
Rautenstrauss und Elles 2001; Rautenstrauss et al., 2001a; 2001b; Rob und Biancalana 2001; 
Elles et al., 2002; Elles und Patton, 2003a; 2003b; 2003c; Elles et al., 2003; Losekoot und 
Patton, 2003; Losekoot et al., 2003a; 2003b; Rautenstrauss und Elles 2003; Voelckel et al., 
2003; Backer et al., 2004; Barton et al., 2005; Biancalana et al., 2005; Lohmann et al., 2005; 
Losekoot et al., 2005; Müller et al., 2005; Olschwang et al., 2005; Patton und Elles 2005; 
Rautenstrauss et al., 2005; Voelckel et al., 2005). 
 
Tabelle 23: Zusammenstellung der EQASs für molekulargenetische Erkrankungen unter 
Organisation des EMQN bis 2003 
  1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 
Brust-und Ovarial-Karzinom         
Ausgewertete Berichte     14 24 41 37 48 
Fehlerrate in %    2,5 2,9 6,7 3,7 8,7 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)    1,83 1,76    
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)       1,61 1,46      
Laborleitlinien veröffentlicht     X    
Charcot-Marie-Tooth-Krankheit         
Ausgewertete Berichte     11 23 31 23 31 
Fehlerrate in %    0 1,5 0 0 11,6 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)    2 1,98 1,99  1,71 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)              1,66 
Laborleitlinien veröffentlicht     X    
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  1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 
Cystische Fibrose         
Ausgewertete Berichte  136 145 159 173 191    
Fehlerrate in % 35 25 20 8 10  2,1  
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)         
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)         
Sensitivität in %       97,9  
Spezifität in %             99,4  
Laborleitlinien veröffentlicht X    X    
DMD/BMD         
Ausgewertete Berichte    15 19 29  26 33 
Fehlerrate in %   3,3 1,2 0,7  n.a. 5,2 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)   1,93 1,89 1,9  1,89 1,70 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)     n.a.       1,78 1,80 
Laborleitlinien veröffentlicht   X      
Fragile-X Syndrom         
Ausgewertete Berichte       16 32 47 
Fehlerrate in %      0 0 18,3 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)      2 2 1,77 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)           1,83 1,92 1,92 
Laborleitlinien veröffentlicht   X      
Friedreich Ataxie         
Ausgewertete Berichte    11   32 20 31 
Fehlerrate in %   0   2,1 11,7 9 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)   2   1,97 n.a. 1,77 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)     1,78    n.a. n.a. 1,72 
Laborleitlinien veröffentlicht     X    
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  1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 
Hereditäre Hämochromatose         
Ausgewertete Berichte        33 43 
Fehlerrate in %        6,1  
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)       1,97 1,93 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)             1,9 1,48 
Laborleitlinien veröffentlicht         
Heriditäre non-polypöse 
Coloncancer         
Ausgewertete Berichte         27 
Fehlerrate in %        3,2 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)        1,86 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)        1,70 
Laborleitlinien veröffentlicht        X 
Huntington Krankheit         
Ausgewertete Berichte   13 26 32 38 48 25 42 
Fehlerrate in %  1,2 1,6 1,1 4,5 2,0 0 3,2 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)  1,95 1,87 1,9 1,84 1,98 1,95 1,97 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)   n.a. n.a. 1,88 1,7 1,91 1,93 1,80 
Laborleitlinien veröffentlicht   X      
Prader-Willi/Angelman Syndrom         
Ausgewertete Berichte       13 27 37 
Fehlerrate in %      0  6,5 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)        1,93 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)               1,78 
Laborleitlinien veröffentlicht   X      
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  1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 
Retinoblastom         
Ausgewertete Berichte         9 
Fehlerrate in %        0 
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)        1,81 
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)        1,89 
Sensitivität         
Spezifität         
Laborleitlinien veröffentlicht       2002  
Y-chromosomale Mikrodeletionen         
Ausgewertete Berichte    29  56  82  
Fehlerrate in %   5  7,6  5,6  
Genotypisierung (Ø: max. 2.0 Punkte)     1,87  1,9  
Interpretation (Ø: max. 2.0 Punkte)         1,47   1,35  
Sensitivität in %   97      
Spezifität in %   91      
Laborleitlinien veröffentlicht    X     
 
Die Ergebnisse der Genotypisierung lagen bereits vor dem Erscheinen der Laborleitlinien auf 
einem hohen Niveau. Durch die steigenden Ansprüche innerhalb der Organisation der 
EQASs fielen die Bewertungen der Genotypisierung leicht ab, wie es anhand der Ergebnisse 
der EQASs für Brust-und Ovarial-Karzinom, Charcot-Marie-Tooth-Krankheit, Friedreich 
Ataxie, Huntington Krankheit und Y-chromosomale Mikrodeletionen gezeigt werden konnte, 
und führten dann zu einer stabilen und hohen Bewertung in der Genotypisierung. Die 
Fehlerrate in der Genotypisierung verhält sich auch im gesamten Verlauf der Durchführung 
externer Qualitätskontrollen relativ stabil (Tabelle 24). 
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Tabelle 24: Fehlerrate für alle durchgeführten externen Qualitätskontrollprogramme der 
EMQN von 1997-2001 ausgenommen der EQASs für CF und AZF (Patton et al., 2001). 
 
Jahr Anzahl der Berichte Fehleranzahl Fehlerrate in % 
1997   78   1 1.3 
1998 216   2 0.9 
1999 240   5 2.1 
2000 420 12 2.9 
2001 689 15 2.2 
Gesamt: 1643 35 2.1 
 
Die vorliegende Studie zeigt keine signifikant bessere Durchführung in der Diagnostik und 
Berichterstellung durch die Laboratorien mit wiederholter Teilnahme. Die Konstanz der 
Fehlerrate ist das Ergebnis einer allgemeinen Entwicklung und einem Interesse an gehobener 
Qualität in der Genotypisierung und der damit verbundenen Orientierung an den entwickelten 
und veröffentlichten Leitlinien, der Motivation der Teilnehmer am EQAS und dem Vermö-
gen der Teilnehmer, auftretende Fehlerquellen zu bearbeiten. Gleichzeitig ist es Zeugnis 
eines soliden technischen Vermögens in der molekulargenetischen Diagnostik. 
Unsicherheiten und Fehlerquellen zeigten sich vor allem in der Gestaltung der Laborberichte 
und der Interpretation der Ergebnisse. In allen Pilotversuchen wird eine hohe Variabilität in 
der Gestaltung der Laborberichte angegeben (Müller und Elles, 1999; Stenhouse et al., 2000; 
Barton et al., 2001; Losekoot et al., 2001; Losekoot und Patton; 2001a; Rautenstrauss et al., 
2001a; Simoni 2001; Ramsden et al., 2001; Stenhouse et al., 2001; Cassiman 2002; Bakker et 
al., 2003; Losekoot et al., 2003; Müller et al. 2004). Die Qualität der Aussagekraft der Labor-
berichte wurde ebenfalls innerhalb der EQASs untersucht und entwickelt, was in folgenden 
EQAS-Versuchen zu einer Steigerung der Richtwerte für die Interpretationsbewertung führte, 
wie bei dem EQAS für das Brust-und Ovarialkarzinom, der Huntington-Krankheit und den 
Versuchen für Y-chromosomale Mikrodeletionen (Tabelle 23). Beim EQAS für das 
Brust-und Ovarialkarzinom führte die Qualitätskontrolle der Interpretation der Genotypisie-
rungsergebnisse zur Senkung des Durchschnittswertes für die Diagnose bei gleichzeitigem 
Anstieg der Teilnehmerzahl um 40% (Müller et al., 2001; 2004). Eine übereinstimmende 
Erkenntnis der Qualitätskontrollprogramme des EMQN ist die Feststellung eines hohen 
Qualitätsstandards in der Genotpisierung. Die Darstellungen der Laborberichte wiesen mit 
der Durchführung der krankheitsspezifischen EQASs eine zunehmende Homogenität auf. Die 
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Qualitätsentwicklung in der Berichterstellung erfolgt jedoch langsamer als die Qualitätsent-
wicklung in der Genotypisierung (Bakker et al., 2004; Losekoot et al., 2005; Müller et al., 
2005; Patton und Elles, 2005; Rautenstrauß et al., 2005; Voelckel et al., 2005). Die Schluss-
folgerungen der Qualitätskontrollprogramme des EMQN bestanden vorrangig in der notwen-
digen Entwicklung von Standards in der Genotypisierung wie auch Berichterstellung (Simoni 
1998; Barton et al., 2001; Losekoot et al., 2001; Rautenstrauss et al., 2001a; Simoni 2001; 
Müller et al., 2004) und in der Verbesserung der internen und externen Kontrolle der 
Diagnostik (Simoni 1998; Losekoot et al., 2001; Simoni 2001; Ramsden et al., 2001; 
Stenhouse et al., 2001; Müller et al., 2004). Eine lineare Verbesserung in der Genotypisie-
rung und Berichterstellung wäre innerhalb eines EQAS nur dann zu erwarten, wenn die 
Teilnehmer am EQAS dieselben blieben. Es bleibt zu vermuten, dass die unterschiedlichen 
wirtschaftlichen Charaktere der Teilnehmer die Ergebnisse mit beeinflussen. Ein Großteil 
von Teilnehmern an Kontrollprogrammen sind öffentliche, nicht vorrangig gewinnorientierte 
Laboratorien, und nur ein geringer Anteil der Teilnehmer sind private Laboratorien 
(Hofgartner und Tait, 1999; Cassiman, 2002; Novelli und Taruscio, 2002; Casini Raggi et al., 
2003; Aknin-Seifer et al., 2004). Von den 93 Teilnehmern am EQAS für Y-chromosomale 
Mikrodeletionen stehen 67,9% der Laboratorien im öffentlichen Dienst und 15,8% sind 
private Laboratorien. Dieses Verhältnis steht im Einklang mit den Auswertungen 
benachbarter Kontrollprogramme des EMQN (Patton und Elles, 2003; 2004). Die Kenntnisse 
einzelner Laboratorien differieren entsprechend ihrer Führung und Anbindung an andere 
medizinische Einrichtungen (McGovern et al., 2003). Weiterhin ist die Qualität der Ergeb-
nisse von den diagnostischen Erfahrungen des Labors abhängig. Dequeker und Cassiman 
(2000) fanden heraus, dass im EQAS für CF die Fehlerquote bei Laboratorien mit bis zu 100 
Tests im Jahr 30% betrug, wobei die Fehlerrate bei Laboratorien, die 100-300 Tests pro Jahr 
durchführten, 10-17% betrug. Hofgartner und Tait (1999) kamen nach der Befragung 101 
molekulargenetisch testender Laboratorien (64% akademische und 21% private Laboratorien) 
in den USA zu dem Ergebnis, dass 68% der Laboratorien zwischen 100 und 1000 Tests 
jährlich durchführten, aber nur 9% weit oberhalb als auch unterhalb dieses Testvolumens 
lagen. Zu einem vergleichbaren Untersuchungsvolumen kamen Aknin-Seifer et al. (2004) bei 
der Befragung von 88 IVF Zentren in Frankreich zur Diagnostik Y-chromosomaler Mikro-
deletionen. Als Gründe, eine Diagnostik Y-chromosomaler Mikrodeletionen nicht durchzu-
führen, wurde von den befragten Zentren ein unsicherer Umgang mit den Ergebnissen der 
Diagnostik bei vergleichsweise hohem Kostenaufwand angegeben. Anhand der Teilnehmer 
am EQAS-Versuch für DNA-Sequenzierung ermittelten Patton und Elles die Durchführung 
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von 300 bis 100.000 Seqenzierungsreaktionen, die jährlich von einem Labor vorgenommen 
wurden (Patton und Elles, 2003; 2004). Davon wurden bis zu 5000 Genotypisierungen von 
51,6% (33/64) der Laboratorien, und bis zu 1000 Genotypisierungen von 15,6% (10/64) der 
Laboratorien jährlich durchgeführt. Nach Patton und Elles (2004) erfolgte die Genotypi-
sierung durch 59% der Teilnehmer am EQAS für DNA-Sequenzierung in einer sehr guten 
Qualität. 
In Anbetracht dieser Erkenntnisse ergibt sich die Schlussfolgerung, dass im Focus der Bemü-
hungen der EMQN nicht das Erreichen einer großen Anzahl an Laboratorien liegen sollte, 
sondern das gezielte Erreichen der Laboratorien, die diese molekulargenetischen Tests 
routiniert in einer Häufigkeit von über 100 Tests pro Jahr durchführen, unabhängig vom 
wirtschaftlichen Charakter des Instituts. 
 
4.4 Die genetische Beratung bei positivem Befund 
 
Die präanalytische Fragestellung für idiopathisch infertile Patienten, die zur Indikation einer 
molekulargenetischen Untersuchung führt, besteht in dem Vorhandensein und der Lokali-
sation von Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom und nicht in der Erkennung der kom-
pletten Ausdehnung der Mikrodeletion (Simoni et al., 1998; Simoni et al., 2004). Die patho-
genetische Bedeutung der Mikrodeletion liegt in der Störung der Spermatogenese und nicht 
in der „Infertilität“ des Betroffenen (Krausz und McElreavey, 2001). 
Die postanalytische Phase stützt sich auf das Ergebnis der Laboranalyse und bedarf damit 
einer eindeutigen Interpretation des Befundes (Harris und Harris, 1999; Frontalia und 
Jacopini, 2000). Der betreuende Arzt oder genetische Berater muss in der Lage sein, seinen 
Patienten über die Zuverlässigkeit und klinischen Folgen seines Befundes aufzuklären, ihn 
über die Entwicklung des Wissenstandes zu informieren und ihm eine Hilfestellung im 
Umgang mit seiner Erkrankung zu geben, ohne ihn in seinen Entscheidungen zu beeinflussen 
(Williams, 1999; Frontalia und Jacopini, 2000; Modell und Darlison, 2000; Donnai und Elles, 
2001; Müller, 2001). Der positive Befund eines molekulargenetischen Tests betrifft lebens-
lang den Getesteten, seine Verwandten und Nachkommen und beeinträchtigt damit deren 
Intimsphäre, Emotionen, Selbstachtung, Wünsche und Glauben und hat für die Betroffenen 
zum Teil einen diskriminierenden Beigeschmack (Frontalia und Jacopini, 2000; Dequeker et 
al., 2001; Williams et al., 2004). Für Patienten mit Deletionen in AZFa, AZFb und AZFb+c 
besteht nicht die Möglichkeit assistierter Fetilisierungstechniken anzuwenden, da in diesen 
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Fällen keine funktionstüchtigen Spermien aus den Testes gewonnen werden können (Krausz 
et al., 2000; Kamp et al., 2000; Kleiman et al., 2001; Hopps et al., 2003). Anders verhält es 
sich bei den Patienten mit AZFc-Deletionen und der damit verbundenen Heterogenität der 
phänotypischen Ausprägung (Simoni et al., 1997; Krausz et al., 1999b; Maurer et al., 2001; 
Luetjens et al., 2002; Hopps et al., 2003; Krausz et al., 2003; Kuhnert et al., 2004; 
Omenzetter, 2004). Mittels TESE gewonnener Spermien und der Durchführung einer ICSI 
kann eine natürliche Schwangerschaft ermöglicht werden. Dabei erfolgt im Falle männlicher 
Nachkommen die Übertragung der Deletion auf den Sohn (Kent-First et al., 1996; Mulhall et 
al., 1997; Jiang et al., 1999; Kamischke et al., 1999; Kleiman et al., 1999; Page et al., 1999; 
Cram et al., 2000; van Golde et al., 2001; Oates et al., 2002; Peterlin et al., 2002). Nahezu 
80% der betroffenen Paare entschieden sich nach der genetischen Beratung für eine 
ICSI-Behandlung und ferner für eine Donor-Insemination [artificial insemination with donor 
insemination (AID)], Adoption eines Kindes oder alternative Heilpraktiken, wobei der 
Berater und seine Institutszugehörigkeit sowie das soziale Umfeld des Patienten erhebliche 
Einflussfaktoren darzustellen scheinen (Giltay et al., 1998; Nap et al., 1999; Lin et al., 2000). 
Siffroi et al. (2000) wiesen bei 6 von 14 Patienten mit Y-chromosomalen Mikrodeletionen 
eine erhöhte Population an 45,X0 Zellen, sowohl in Lymphozyten als auch in Keimzellen, 
nach. Danach besteht für die männlichen Nachkommen das Risiko einer Entwicklung eines 
X0, Turner-Syndroms nach ICSI Behandlung. Patsalis et al. (2002) bestätigten diese Unter-
suchung und empfahlen eine Präimplantationsdiagnostik zur Prävention der Implantation von 
45X Embryonen unter Hinweis einer hohen spontanen Abortionsrate bei X0 
Turner-Syndrom. Page et al. (1999) berichteten von einem kongenitalen Herzfehler bei einem 
mit Hilfe von ICSI geborenen Zwilling. Weitere Untersuchungen der durch ICSI-Behandlung 
geborenen Babies ergaben keine gesundheitlichen Einschränkungen (Kent-First et al., 1996; 
Mulhall et al., 1997; Jiang et al., 1999; Kamischke et al., 1999; Kleiman et al., 1999; Cram et 
al., 2000; van Golde et al., 2001; Peterlin et al., 2002). Die geringe Anzahl der bislang 
erreichten Schwangerschaften durch ICSI erfordert einen sensiblen Umgang in der 
Empfehlung assistierter Fertilisierungstechniken gegenüber den betroffenen Paaren mit 
Y-chromosomalen Mikrodeletionen. 
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4.5 Die Bedeutung des EQAS für die molekulargenetische Diagnostik 
Y-chromosomaler Mikrodeletionen  
 
Mit der Entwicklung der technischen Möglichkeiten und dem rasanten Wachstum an Kennt-
nissen über das menschliche Genom steigen die Anforderungen an die präventive und thera-
peutische, molekulargenetische Labortätigkeit. So erhöhte sich die Anzahl der in 
Großbritannien empfohlenen, möglichen genetischen Tests von 41 Erkrankungen 1991 auf 
178 Krankheitsbilder in 1998 (cmgs.org). Danach ist innerhalb von 5 Jahren mit einem jährli-
chen Wachstum von 5-10% an Untersuchungsvolumen für einzelne Erkrankungen zu rechnen 
(Donnai und Elles 2001). Externe Qualitätskontrollprogramme dienen nicht nur der 
Sicherung und Erhöhung der Qualität, sondern sie fördern die Zusammenarbeit von Wissen-
schaft und Praxis, führen zur Bewertung angewandter Technologien, entwickeln und 
verbreiten Standards und Richtlinien und dienen damit der öffentlichen Gesundheit (Patton 
2000). Die Standardisierung in der molekulargenetischen Untersuchung des Y-Chromosoms 
nach Mikrodeletionen wurde in der Indikationsstellung zur Untersuchung, in der Methodik 
der Untersuchung und der Interpretation und Darstellung der Ergebnisse erforderlich (Simoni 
et al., 1997; Simoni et al., 1998; Simoni et al., 1999; Simoni, 2001; Simoni et al., 2004). 
Aknin-Seifer und Mitarbeiter (2004) unterstrichen mit einer Befragung von 88 IVF Zentren 
in Frankreich den Bedarf einer Entwicklung standardisierter Diagnostik Y-chromosomaler 
Mikrodeletionen. Gleichzeitig erkannten sie eine allgemein bestehende Unsicherheit in der 
Indikation zur molekulargenetischen Untersuchung des Y-Chromosoms. Die Ergebnisse von 
Aknin-Seifer et al. (2004) stehen im Einklang mit den Ergebnissen dieser Studie. Bei den von 
Aknin-Seifer befragten Zentren erfolgte die technische Durchführung zu 66% mit der „haus-
eigenen Methode“, 2,3% (2/88) der Laboratorien setzten das Promega-Kit ein und 9,1% 
(8/88) der Laboratorien folgten der empfohlenen Methodik der Leitlinien. Die Mehrzahl der 
Laboratorien benutzte das Format der multiplex-PCR und die Primerwahl wies, wie die 
Durchführung der internen und externen Kontrolle, ein heterogenes Bild auf. In dem 
EQAS-Versuch 2002 war deutlich der Einfluss der Publikation der Leitlinien zu erkennen. 
Die Laboratorien mit Erstteilnahme in 2002 unterschieden sich in ihrer Methodik jedoch 
nicht von den Laboratorien mit wiederholter Teilnahme. Bei der Berichtgestaltung war die 
Erfahrung aus einer wiederholten Teilnahme am EQAS-Versuch erkennbar. Aknin-Seifer 
und Mitarbeiter (2004) sahen die Ursache, dass die Laboratorien den Empfehlungen der 
Leitlinien trotz hoher Erfolgsrate in der Erkennung der Mikrodeletionen nicht folgten, in dem 
Fehlen eines „Ready to use Kit“, das den Empfehlungen der Leitlinien entspricht. Siebzehn 
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von 29 Laboratorien bekundeten ihr Interesse an einem internationalen, externen Kontroll-
programm, 16 von 29 Laboratorien an einem nationalen und 8 Laboratorien an einem inter-
nationalen und nationalen, externen Kontrollprogramm.  
In der vorliegenden Studie stellt der Einsatz von 2 Primern pro AZF-Region, wie er initial zur 
Deletionsdiagnostik von durchschnittlich 66% der Teilnehmer erfolgte, und der von rund 
58% der Teilnehmer angegebenen Verwendung der multiplex PCR eindeutig den Nachweis 
für den Einfluss der Leitlinien auf die Diagnostik des Y-Chromosoms dar. Die Angaben der 
Teilnehmer von 30,4% im EQAS-Versuch 2000 und von 40,2% im Versuch 2002, sich nach 
den Leitlinien gerichtet zu haben, ist in die einfachste, eindeutigste und zugleich zuverläs-
sigste Art der Darstellung im Laborbericht zum Nachweis der methodischen Vorgehens-
weise. Zunehmend wird auch in der Fachliteratur direkt auf die Leitlinien verwiesen (Babu et 
al., 2002; Dada et al., 2002; Dada et al., 2003; Raicu et al., 2003). Die Qualitätssteigerung in 
der analytischen Phase ist das Fundament der Qualitätssicherung der postanalytischen Phase. 
Die Untersuchung des Y-Chromosoms erfolgt unter Anwendung der Empfehlungen der 
„Laboratory Guidelines for Y-chromosomal microdeletions“ in der quantitativen Erfassung 
von Mikrodeletionen, die zur Diagnosestellung ausreichend sind (Simoni et al., 1997; 
Simoni, 1998; Simoni et al., 1998; Simoni et al., 1999; Simoni, 2001; Simoni et al., 2004).  
 
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass sich eine Standardisierung in der Diagnostik 
Y-chromosomaler Mikrodeletionen abzeichnet. Einzelne methodische Parameter der 
„Laboratory Guidelines for Y-chromosomal microdeletions“ wurden von den Teilneh-
mern übernommen. Die Umsetzung der Empfehlungen der Leitlinien erfolgt jedoch 
sowohl durch die Laboratorien mit wiederholter Teilnahme an einem EQAS, als auch 
durch die Erstteilnehmer an dem externen Kontrollprogramm in vergleichbarer 
Qualität und Quantität. Das schlüssige Konzept zur quantitativen Erfassung 
Y-chromosomaler Mikrodeletionen, das den Laboratorien in Form der Leitlinien zur 
Verfügung steht, wird von den Teilnehmern noch nicht in aller Konsequenz umgesetzt. 
Die Veränderung der „hauseigenen Methode“ entsprechend den Empfehlungen der 
Leitlinien erfolgte nur durch Austausch einzelner Parameter und selten in kompletter 
Übernahme der gesamten Methode durch die Teilnehmer am EQAS. Es bleibt 
weiterhin die Durchführung der internen Kontrolle ein Schwerpunkt der Qualitäts-
entwicklung. Die Durchführung der externen Qualitätskontrolle übte einen deutlichen 
Einfluss auf die Gestaltung der Laborberichte und die Interpretation der Ergebnisse 
aus. Die Verbesserung der Darstellung der internen Kontrolle und die Form der 
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Interpretation der Ergebnisse mit zunehmender Angabe von Empfehlungen einer 
genetischen Beratung sind Errungenschaften der EQAS Teilnahme. Der Einfluss der 
Leitlinien konnte aber auch hier im gleichen Maß für alle Teilnehmer am EQAS, 
sowohl für die Erstteilnehmer als auch die Laboratorien mit der Erfahrung einer 
wiederholten Teilnahme am EQAS, nachgewiesen werden. Die langsame Verbesserung 
und sich durchsetzende Homogenität in der Berichtgestaltung in Verbindung mit sehr 
guten Ergebnissen in der Genotypisierung, sowie die langsame Übernahme der 
innerhalb eines EQAS-Versuchs gegebenen Empfehlungen an die Laboratorien ist eine 
grundlegende Erfahrung im Verlauf eines Qualitätskontrollprogramms, das das EQAS 
für Y-chromosomale Mikrodeletionen mit den Qualitätskontrollprogrammen anderer 
molekulargenetischer Erkrankungen teilt (Bakker et al., 2004; Losekoot et al., 2005; 
Müller et al., 2005; Patton und Elles, 2005; Rautenstrauß et al., 2005; Voelckel et al., 
2005). Diese Studie zeigt wiederum, dass es infolge der Organisation und Durchführung 
der EQAS-Versuche möglich geworden ist, die Diagnostik Y-chromosomaler Mikrode-
letionen zu vergleichen und die Entwicklung einer Standardisierung und Steigerung der 
Qualität der Diagnostik und Dokumentation zu verfolgen. Die Organisation und weitere 
Durchführung des EQAS für Y-chromosomale Mikrodeletionen ist somit ein zukunfts-
orientiertes Instrument zur Erhaltung und Entwicklung der Qualität in der Diagnostik 
Y-chromosomaler Mikrodeletionen. 
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